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1  Einleitung 
1.1  Bedeutung der biogenen Ethanolbildung 
Pflanzen sind Energiebündel. In ihnen steckt die durch die Photosynthese gebändigte Kraft 
des Sonnenlichts. Jedes Mal, wenn die Treibstoffpreise hochschnellen, gerät daher pflanzli-
ches Material wieder stärker ins Blickfeld der auf Mobilität angewiesenen Industriegesell-
schaft. Während Pflanzenöle für Dieselmotoren geeignet sind, kann Ethanol Ottokraftstoffe 
ersetzen. 
Zudem hat die Europäische Gemeinschaft im Rahmen der mit dem Kyoto-Protokoll einge-
gangenen Verpflichtungen die Treibhausgase zu reduzieren, alle Mitgliedsländer zu entspre-
chenden Maßnahmen aufgefordert. Der von Menschen verursachte Ausstoß von Treibhausga-
sen, hauptsächlich Kohlendioxid, leistet einen wesentlichen Beitrag zum Treibhauseffekt, wie 
die internationale Wissenschaftlergruppe des Intergovernmental Panel on Climate Change 
(IPCC) bei ihren Untersuchungen des Klimawechsels im Auftrag der Vereinten Nationen he-
rausgefunden haben (www.grida.no/climate/ipcc_tar). Die Europäische Gemeinschaft schätzt, 
dass  die  durch  den  Transportsektor verursachte  Umweltbelastung  bis  zum  Jahre 2010 um 
40 % zunehmen wird (Schmitz, 2003). Der Verkehrsbereich stellt damit klimapolitisch die 
größte Herausforderung dar. Die verstärkte Nutzung regenerativer Energiequellen kann einen 
Beitrag zur Reduzierung des Ausstoßes von Treibhausgasen leisten. Zu den regenerativen 
Energiequellen gehört auch Ethanol aus nachwachsenden Rohstoffen, das vor allem im Ver-
kehrsbereich eingesetzt werden kann. Ethanol bietet den großen Vorteil, dass der Kohlendi-
oxidausstoß aus diesen Kraftstoffen ein Teil des natürlichen Kohlenstoffkreislaufes ist, da das 
Kohlendioxid zuvor von den Pflanzen gebunden wurde (Hall et al., 1991; Wyman und 
Goodman, 1993; Hahn-Hägerdal, 1996). Auch wenn Ethanol nur als Zusatz in Treibstoffen 
verwendet wird, reduziert seine Verwendung die Emissionen und trägt somit nicht zum 
Treibhauseffekt bei (Costello und Chum, 1998). 
Die Subventionierung vieler Regierungen, auch der Deutschen Regierung, macht die Nutzung 
solcher Biokraftstoffe besonders attraktiv. Im Europäischen Parlament wurde 2003 in einer 
Richtlinie (2003/30/EG) festgelegt, dass die Mitgliedstaaten sicherstellen sollen, dass ein 
Mindestanteil an Biokraftstoffen auf ihren Märkten in Verkehr gebracht wird. Bis zum 31. 
Dezember 2010 soll dieser Anteil 5,75 % ausmachen. Die Richtlinie wurde mit der zehnten 
Verordnung (BImSchV) zur Durchführung des Bundes-Immisionschutzgesetzes (BImSchG) 
am 9. August 2004 in Deutschland umgesetzt. Zur Erreichung dieser festgesetzten Richtlinie 
sieht der Koalitionsvertrag zwischen den deutschen Regierungsparteien CDU, CSU und SPD 
vom 11.11.2005 vor, dass die Mineralölsteuerbefreiung von Biokraftstoffen durch eine Bei-
mischungspflicht ersetzt werden soll.  
Im aktuellen Preisumfeld (78 US$ pro Barrel Erdöl, August 2006) und aufgrund der Abhän-
gigkeit von Erdölproduzierenden Ländern ist die Nutzung von Ethanol in Reinform oder als 
Beimischung zu  Benzin  dringender  denn  je.  In  diesem  Zusammenhang  wird  für  Ethanol  
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zumeist der Begriff Bioethanol verwendet. Als Bioethanol wird Ethanol bezeichnet das aus-
schließlich aus Biomasse gewonnenen wird und einen Alkoholgehalt von mindestens 99 Vo-
lumen % hat. 
Weiterhin eröffnet der stärkere Einsatz von Ethanol aus nachwachsenden Rohstoffen Ein-
kommensperspektiven für die Landwirtschaft in Europa. Durch eine Verminderung der Über-
schüsse im Nahrungsmittelbereich und eine Begrenzung der Marktordnungskosten kann ein 
Beitrag zur Sicherung von landwirtschaftlichen Einkommen und Arbeitsplätzen geleistet wer-
den (Schmitz, 2003).  
In Deutschland wird Bioethanol mit der Inbetriebnahme der ersten großen Ethanolfabriken 
zurzeit in den Kraftstoffmarkt eingeführt. Ethyl-Tertiär-Butyl-Ether (ETBE) kann das fossile 
Antiklopfmittel Methyl-t-Butyl-Ether (MTBE) ersetzen und Ottokraftstoffen bis zu 15 % bei-
gemischt werden. In Deutschlands größter Bioethanol-Anlage im brandenburgischen Schwedt 
wird Roggen zu jährlich 180.000 t Bioethanol verarbeitet. Es wurden von der Industrie Fahr-
zeuge entwickelt, die so genannten Flexible Fuel Vehicles, die mit Kraftstoffmischungen mit 
einem Anteil von bis zu 85 % Ethanol betrieben werden können. In Schweden werden diese 
Flexible Fuel Vehicles bereits seit 2001 vermarktet. In Deutschland werden solche Fahrzeuge 
seit Ende letzten Jahres (2005) von Ford und Saab angeboten. Zurzeit existieren in Deutsch-
land 36 Tankstellen, die zu einem Preis zwischen 0,6 und 0,9 €/l Kraftstoff mit 85 % Ethanol 
anbieten. Je höher der Benzinpreis steigt, umso attraktiver wird die Verwendung von Ethanol 
als Treibstoff. 
 
Für die Herstellung von Ethanol setzt man zumeist pflanzliches Material mit hohem Zucker- 
oder Stärkegehalt, etwa Zuckerrüben und Getreide, ein (Gong et al., 1999). Dies wird durch 
Enzyme hydrolysiert und Saccharomyces cerevisiae setzt freiwerdende Glucose und Fructose 
im Rahmen der alkoholischen Gärung zu Ethanol um. 50 - 70 % der Herstellungskosten ent-
fallen auf das Rohmaterial. Daher richtet sich das Interesse zunehmend auf Material, das nicht 
eigens vom Landwirt erzeugt wird und somit kostengünstiger ist. Es geht dabei um Abfälle 
aus der Land- und Forstwirtschaft. Des Weiteren gehen Experten des FNR (Förderprogramm 
Nachwachsende Rohstoffe) von einer 25 %igen Steigerung der Biokraftstoffproduktion bis 
zum Jahre 2020 aus. Das würde z.B. für Nordrhein-Westfalen bedeuten, dass im Jahre 2020 
für die Herstellung des pflanzlichen Ausgangsmaterials 18 % der landwirtschaftlichen Nutz-
fläche verwendet würden. Für andere landwirtschaftliche Rohstoffe stünde entsprechend we-
niger Bodenfläche zur Verfügung. In Deutschland stellt dies laut der Experten des FNR kein 
Problem dar. Weltweit gesehen könnte das rapide Wachstum der Ethanolproduktion aus vom 
Landwirt erzeugten Rohmaterial an einem gewissen Punkt den Anbau von Nahrungsmitteln 
beeinträchtigen. Die Nutzung von Abfällen aus der Land- und Forstwirtschaft würde dieses 
Problem umgehen. Lignocellulose als Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand steht in 
diesem Material in großer Menge zur Verfügung. Sie besteht zum größten Teil aus Cellulose, 
Hemicellulose und Lignin. Zweithäufigster Zucker der aus der pflanzlichen Biomasse gewon-
nen werden kann, ist die Pentose Xylose (du Preez, 1994). Für die Gesamtökonomie ist somit 
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eine effiziente Xylosevergärung von großer Bedeutung. Genau zu dieser Xylosevergärung ist 
die Hefe S. cerevisiae nicht in der Lage. Als bester Xylosevergärer gilt neben der Hefe Can-
dida shehatae (du Preez und van der Walt, 1983) die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte 
respiratorische Hefe P. stipitis (Bruinenberg et al., 1984; Toivola, 1984; Olsson und Hahn-
Hägerdal, 1996).  
Hefen, wie z.B. S. cerevisiae, C. shehatae und P. stipitis, können ihre Energie während des 
aeroben Wachstums gleichzeitig aus Atmung und Gärung gewinnen (Gancedo und Serrano, 
1989). Ein solcher Zustand wird auch als respiro-fermentatives Verhalten bezeichnet (Sonn-
leitner und Käppeli, 1986). Man unterscheidet hierbei zwei Gruppen von Hefen, die fermenta-
tiven und die respiratorischen Hefen (Gancedo und Serrano, 1989). In fermentativen Hefen 
trägt die Atmung weniger als 10 % zum Glucosekatabolismus bei. Die Gruppe umfasst u. a. 
die Spezies Saccharomyces, Schizosaccharomyces und Brettanomyces. In respiratorischen 
Hefen werden während des aeroben Wachstums weniger als 30 % der metabolisierten Gluco-
se fermentiert. Zu den respiratorischen Hefen zählen neben Pichia die Spezies Candida, Han-
senula und Kluyveromyces.  
  
Die kommerzielle Nutzung der Hefe P. stipitis zur Gewinnung von Ethanol aus Lignocellulo-
se wird durch die physiologischen Eigentümlichkeiten von P. stipitis erschwert, die eine kos-
tenintensive Prozessführung bedeuten würden. Die Toleranz gegenüber dem gebildeten Etha-
nol und die Ethanolbildungsrate ist bei P. stipitis im Vergleich zu S. cerevisiae gering (du 
Preez, 1994; Hahn-Hägerdal et al., 1994). Untersuchungen der Hefe P. stipitis zeigten, dass 
die Regulationen der Gärung und der Atmung sich von denen der Hefe S. cerevisiae grundle-
gend unterscheidet (Boles und Zimmermann, 1993; Boles et al., 1993; Müller et al., 1995; 
Passoth et al., 1996). Die Induktion der Gärungsenzyme PDC (Pyruvatdecarboxylase) und 
ADH (Alkoholdehydrogenase) erfolgt in S. cerevisiae bei hohen Glucosekonzentrationen. Die 
Enzyme der Amtungskette werden bei diesen hohen Glucosekonzentrationen aufgrund der 
Glucoserepression inaktiviert, so dass die respiratorische Kapazität herabgesetzt ist (Gancedo 
und Serrano, 1989; Zimmermann und Entian, 1997; Gancedo, 1998).  
Im Gegensatz dazu wird bei der respiratorischen Hefe P. stipitis die Atmung weder durch eine 
hohe Konzentration vergärbarer Zucker noch durch Sauerstofflimitation reprimiert. Die In-
duktion der Gärung erfolgt nicht durch einen Glucosepuls. In dieser als Crabtree-negativ be-
zeichneten Hefe führt ein Absenken der Sauerstoffkonzentration im Medium zur Induktion 
der Gärung (Skoog und Hahn-Hägerdal, 1990; Skoog et al., 1992b; Passoth et al., 1996; 
1998). Dies gilt für die Vergärung von Glucose und Xylose. Der genaue Mechanismus der 
Induktion ist nicht bekannt. Es gibt aber Hinweise, dass die Regulation des Gärungsenzyms 
PsADH2 durch einen Faktor erfolgt, der dem Säugetier-Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia 
inducible factor 1) ähnlich ist (Passoth et al., 2003).  
 
Ähnlichkeiten der sauerstoffabhängigen Regulation der Hefe P. stipitis zu der sauerstoffab-
hängigen Regulation in Säugetieren würde P. stipitis auch als Modellorganismus für Untersu-
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chungen interessant machen. Als Eukaryont ist sie im prinzipiellen Zellaufbau mit höheren 
Organismen vergleichbar und es ergeben sich alle methodischen Vorteile, die für die Untersu-
chung von Mikroorganismen gelten (Steward et al., 1987; Wolf, 1996). Alle bei Säugern 
durch HIF-1 regulierten Gene werden durch Hypoxie induziert. Hypoxie ist Ursache vieler 
menschlicher Krankheiten, wie mangelnde Blutversorgung des Myocars und des Gehirns, 
Krebs, angeborene Herzerkrankungen und chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (Se-
menza, 1998; Ferrara, 1999; Semenza, 2000). 
 
Somit ist die Untersuchung der Gärungsregulation bei P. stipitis aus zwei Gründen interes-
sant. Zum ersten muss ein industriell rentables System zur Herstellung von Ethanol aus 
Lignocellulose etabliert werden. Zum zweiten könnte ein besseres Verständnis der molekula-
ren Mechanismen als Antwort auf Hypoxie Ansatzpunkte für neue Behandlungsmethoden 
vieler menschlicher Krankheiten bieten.     
 
 
1.2  Regulation der Gärung 
Gärungen sind als ATP regenerierende Stoffwechselwege weit verbreitet und die wahrschein-
lich entwicklungsgeschichtlich ältesten Prozesse der Energiegewinnung (Graham et al., 1995; 
Bunn und Poyton, 1996). In der Glykolyse entstehen bei der Oxidation des 3-
Phosphoglycerinaldehyds zum 1,3-di-Phosphoglycerat Redoxäquivalente. Diese werden rege-
neriert, indem der Acetaldehyd, der durch die Decarboxylierung des Pyruvats entsteht, zu 
Ethanol reduziert wird. Auf diese Weise kann die Zelle in Abwesenheit von Sauerstoff als 
terminalen Elektronenakzeptor ATP durch Substratphosphorylierung bereitstellen.  
Gärung wird jedoch nicht nur unter anaeroben Bedingungen betrieben. Bei S. cerevisiae wird 
die Gärung bei Glucoseüberschuss auch in Anwesenheit von Sauerstoff induziert (Crabtree-
Effekt). Die respiratorische Hefe P. stipitis induziert die Gärung nicht bei einem Glucosepuls 
(van Urk et al., 1990). Der Einsatz von Hemmstoffen der Atmungskette führt ebenfalls nicht 
zur Induktion der Gärung (Lighthelm et al., 1988, Passoth, 1992). Die Hefe P. stipitis gärt nur 
unter Sauerstofflimitation (Skoog und Hahn-Hägerdal, 1990; Skoog et al., 1992b; Passoth, 
1992).  
1.2.1 Regulation der PDC-Aktivitäten   
Die PDC katalysiert TPP- und Mg2+-abhängig die Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetal-
dehyd (Ullrich, 1970). S. cerevisiae besitzt drei Strukturgene, die für eine PDC kodieren: 
PDC1 (Kellermann et al., 1986), PDC5 (Seeboth et al., 1990) und PDC6 (Hohmann, 1991). 
Die Induktion der PDC und AHD1 korreliert mit der Akkumulation bestimmter Metabolite 
aus der Glykolyse. Metabolite aus dem unteren Teil der Glykolyse wie Triosephosphate und 
Pyruvat fungieren als Hauptsignal, während die Hexosemonophosphate Minorsignale für die 
Induktion darstellen (Boles et al., 1993; Boles und Zimmermann, 1993; Müller et al., 1995).  
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Eine Aktivierung der PDC bei Sauerstoffmangel und nicht aufgrund eines Glucosepulses 
konnte in einer Reihe von Hefen, einschließlich P. stipitis gezeigt werden (Franzblau und 
Sinclair, 1983; Skoog et al., 1992b; Venturin et al., 1995; Defranoux et al., 1994; Passoth et 
al., 1996). Von der Hefe P. stipitis sind zwei PDC-Gene sequenziert (Lu et al., 1998a) 
 
1.2.2 Regulation der ADH-Aktivitäten  
Die ADH ist sowohl für die Bildung als auch für die Assimilation von Ethanol verantwortlich, 
indem sie die Hin- und Rückreaktion der Umwandlung von Ethanol und NAD+ zu Acetalde-
hyd und NADH katalysiert. In der Assimilation von Ethanol ist sie für den ersten und in der 
alkoholischen Gärung für den letzten Schritt zuständig. 
In S. cerevisiae ist das Genprodukt der ScADH1 für die Ethanolbildung während des Wachs-
tums auf Glucose verantwortlich (Bennetzen und Hall, 1982a; Denis et al., 1983). Für das 
Wachstum auf Ethanol wird dagegen die ADH2, kodiert durch das Gen ScADH2, induziert. 
Dieses Gen wird durch Glucose reprimiert (Ciriacy, 1975; 1979; Denis et al., 1983).  
Von der Hefe P. stipitis sind zwei ADH-Gene sequenziert, die beide für cytoplasmatische, 
zinkabhängige ADHs kodieren (Passoth et al., 1998). Das Verhältnis zwischen Transkript-
menge und Aktivität der ADH bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen zeigte, dass 
die ADH-Aktivität auf Transkriptionsebene induziert wird. Transkriptionsuntersuchungen 
zeigten, dass die für die Ethanolbildung von P. stipitis verantwortliche ADH-Aktivität durch 
das Gen PsADH2 kodiert wird (Passoth et al., 1998; Cho und Jeffries, 1998). Dieselbe ADH 
ist auch für die Assimilation von Ethanol verantwortlich. Die Reassimilation des gebildeten 
Ethanols bei geringer Sauerstoffversorgung verringert den Ethanolertrag (Delgenes et al., 
1998). Zudem führt die Reassimilation wahrscheinlich zu einer Akkumulation von für die 
Zelle toxischen Acetaldehyds. Dies könnte die im Vergleich zu S. cerevisiae geringere Etha-
noltoleranz von P. stipitis erklären (Skoog et al., 1992a). Der geringere Ethanolertrag und die 
geringere Ethanoltoleranz sind für die Nutzung von P. stipitis zur industriellen Herstellung 
von Ethanol nachteilig.  
 
Das PsADH1-Transkript ist während des Wachstums auf fermentierbaren C-Quellen unter 
aeroben Bedingungen nachweisbar, dennoch scheint die ADH1 weder an der Ethanolassimila-
tion noch an seiner Bildung beteiligt zu sein (Passoth et al., 1998). Disruptionsversuche de-
monstrierten, dass für das Wachstum auf Ethanol eines der beiden ADH-Gene ausreichend ist. 
Gleiches gilt für die Xylosevergärung. Jedoch führte die Disruption des ADH2-Gens zu einer 
geringeren Ethanolbildungs- und Wachstumsrate als die ADH1-Disruption. Bei Disruptionen 
beider Gene liegt die Ethanolbildungsrate aus Xylose bei 13 % der Rate des Wildtypstammes. 
Unter diesen Bedingungen kommt es eventuell zur Expression einer weiteren ADH. Eine E-
thanolveratmung ist aber nicht mehr möglich (Cho und Jeffries, 1998). In der Genom-
Datenbank von P. stipitis sind zusätzlich zu den zwei sequenzierten ADH-Genen (PsADH1 
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und PsADH2) noch weitere fünf Leserahmen zu finden, die Sequenzhomologien zu ADH-
Genen anderer Hefen aufweisen (genome.jgi-psf.org/Picst3.home.html).   
In den 5´ Regionen der Gene PsADH1 und PsADH2 werden keine Homologie zu regulatori-
schen Sequenzen der glykolytischen Enzyme einschließlich der ADH1 und keine UAS 
(upstream activation sequence) der ADH2 von S. cerevisiae gefunden (Passoth et al., 1998).  
Im PsADH2-Promotor befindet sich ein generelles Stresselement von S. cerevisiae (CCCCT-
Element). 
 
Durch Promotordeletionsanalysen konnte eine 15 bp lange Sequenz (-401 bp AACATAC-
GATCCGTT -387 bp) identifiziert werden, die für die hypoxische Aktivierung der PsADH2 
verantwortlich ist (Passoth et al., 2003). In diesem Motiv befinden sich die putative HIF-1-
Bindungs-Konsensussequenzen TACG und TCCG (Firth et al., 1995; Semenza et al., 1994). 
Im HIF-1-abhängigen Regulationssystem von Säugern findet unter aeroben Bedingungen bei 
Zugabe von Co2+, nicht aber bei Zugabe von Cyanid, eine Aktivierung hypoxischer Gene statt 
(Kwast et al., 1999; Vasconcelles et al., 2001). Diese aerobe Induktion des hypoxischen 
PsADH2-Gens wurde auch bei P. stipitis beobachtet (Passoth et al., 2003). Weiterhin kann 
durch Zugabe von Hämproteinen unter sauerstofflimitierenden Bedingungen die PsADH2-
Transkription zehnfach reprimiert werden (Cho und Jeffries, 1999). Dieses Ergebnis konnte in 
anderen Untersuchungen nicht bestätigt werden (U. Klinner, pers. Mitteilung). Die Beteili-
gung eines Hämproteins an der Signaltransduktion wäre möglich, wurde aber nicht eindeutig 
nachgewiesen. 
 
 
1.2.3 Besonderheiten der alkoholischen Gärung auf Xylose 
Die Xylose vergärende Hefe P. stipitis ist eine der wenigen Organismen, die Xylose und alle 
hauptsächlich in Holz vorkommende Zucker nutzen kann. Die Xylosereductase (XR), kodiert 
von dem Gen PsXYL1, katalysiert dabei die Umsetzung von Xylose zu Xylitol. In dieser ers-
ten Reaktion der Xyloseverwertung kann sowohl NADH als auch NADPH als Cofaktor die-
nen (Bruinenberg et al., 1984). XR nutzt aber den Cofaktor NADH mit geringerer Affinität 
als NADPH. Im zweiten Reaktionsschritt der Xyloseverwertung wird Xylitol von der Xylitol-
dehydrogenase (XDH) unter Verwendung des Cofaktors NAD+ zu Xylulose umgesetzt. Die 
XDH wird von dem Gen PsXYL2 kodiert (Kötter et al., 1990). Ein Redoximbalance der Co-
faktoren sollte das Wachstum unter anaeroben Bedingungen nicht blockieren, weil beide En-
zyme den gleichen Cofaktor benutzen können (Toivola et al., 1984). Die Xylulose wird durch 
die Xylulosekinase zu Xylulose-5-phosphat phosphoryliert. Diese kann in den Pento-
sephosphatweg eingehen. 
Eine Disruption des Gens PsADH2 hatte eine Akkumulation von Xylitol zur Folge (Cho und 
Jeffries, 1998). Die für die Umsetzung von Acetaldehyd zu Ethanol verantwortliche ADH2 
nutzt als Cofaktor NADH. Die Disruption der PsADH2 könnte somit zu einem Anstieg der 
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internen NADH-Konzentration führen. Diese Redoximbalance könnte die Ursache für die 
Akkumulation von Xylitol sein, das unter Nutzung von NAD+ zu Xylulose umgewandelt 
wird. 
Die Aktivität der Enzyme XR und XDH ist nicht vom Sauerstoff abhängig (Skoog und Hahn-
Hägerdal, 1990). Trotzdem benötigt P. stipitis Sauerstoff für das Wachstum auf Xylose (Brui-
nenberg et al., 1984; Rizzi et al., 1989). Die Wachstumsrate von P. stipitis verhält sich pro-
portional zur Sauerstoffversorgung (Rizzi et al., 1989; Skoog und Hahn-Hägerdal, 1990; 
Skoog, 1992; Passoth, 1992). Die Biosynthese von Ergosterol und ungesättigten Fettsäuren 
benötigt Sauerstoff (Hossack und Rose, 1976; Mandal et al., 1978). Bei Supplementation die-
ser Substanzen wächst S. cerevisiae unter anaeroben Bedingungen (Hossack et al., 1977). P. 
stipitis zeigt kein anaerobes Wachstum bei Supplementation mit diesen Substanzen (Rizzi et 
al., 1989). Es wird weiterhin vermutet, dass neben der eigentlichen Atmungskette in P. stipitis 
eine alternative, Cyanid-insensitive Atmung existiert, die bei sauerstofflimitiertem Wachstum 
auf Xylose für die Aufrechterhaltung der Redoxbalance wichtig ist (Jeppsson et al., 1995). 
Auch S. cerevisiae benötigt für die Ethanolproduktion aus Xylulose mitochondriale Aktivität 
(Maleszka und Schneider, 1984).  
 
Wie zuvor ausgeführt, erfolgt die Induktion der Gärung durch eine Sauerstofflimitation 
(Skoog und Hahn-Hägerdal, 1990; Skoog et al., 1992b; Passoth, 1992). Die Aktivierung der 
Gärungsenzyme erfolgt dabei in auf Glucose gewachsenen Zellen stärker als in auf Xylose 
gewachsenen Zellen (Passoth et al., 1998). So zeigt die Xylose vergärende Hefe 20 % der 
spezifische Ethanolbildungsrate der Glucose vergärenden Hefe S. cerevisiae (Hahn-Hägerdal 
et al., 1994). 
Für die industrielle Nutzung wäre es von Vorteil, wenn für die Verwertung der Pentosen und 
Hexosen der Lignocellulose die industriell etablierte Hefe S. cerevisiae genutzt werden könn-
te. S. cerevisiae wandelt Xylulose in Ethanol um, sie kann aber keine Xylose verwerten. Es 
wurden daher zahlreiche Strategien angewendet um zu erreichen, dass S. cerevisiae auch Pen-
tosen wie Xylose verwerten kann. So wurden u. a. die P. stipitis Gene, die für XR und XDH 
kodieren, in S. cerevisiae kloniert. In der Mutante erfolgte die Expression der Gene und sie 
konnte auf Xylose als alleiniger C-Quelle wachsen (Tantirungkij et al., 1994a, b; Meinander 
et al., 1996). Bei gleichzeitiger Überexpression der Xylulokinase, kodiert durch das Gen 
ScXKS1, erfolgte eine signifikante Ethanolbildung. Die Ethanolproduktion war aber geringer 
als bei P. stipitis (Chang und Ho, 1988; Ho et al., 1998).  
 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass der Regulationsmechanismus der Gärung bei P. stipi-
tis aufgeklärt werden muss. Dabei ist es zweitrangig, ob man mit Hilfe dieser Erkenntnisse 
einen rekombinanten P. stipitis oder S. cerevisiae Stamm für die Ethanolgewinnung aus Ab-
fallprodukten der Land- und Forstwirtschaft nutzt. Oder ob mit Hilfe der Aufklärung der sau-
erstoffabhängigen Regulation neue Ansatzpunkte für die Behandlung menschlicher Krankhei-
ten gefunden werden.  
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1.3  Entwicklung eines Mutagenesesystems 
In der nicht-konventionellen Hefe P. stipitis waren Untersuchungen auf molekularer Ebene, 
genau wie in höheren Eukaryonten, erschwert, da nur unzureichende Kenntnisse über das ge-
netische System vorlagen und nur wenige Gensequenzen bekannt waren (Klinner und Schä-
fer, 2004). Seit Anfang diesen Jahres (2006) ist das Genom von P. stipitis CBS 6054 vollstän-
dig sequenziert und online zugänglich (genome.jgi-psf.org/Picst3.home.html). Dadurch war es 
möglich, die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Sequenzen nachträglich mit einer P. stipitis 
Genom-Datenbank zu vergleichen.  
 
Mutationsanalysen spielen eine zentrale Rolle in der Entdeckung von Genen. Die Nutzung 
klassischer Mutagenesemethoden wie Radioaktivität und UV-Strahlen sind häufig nachteilig, 
weil sie zu Mehrfachmutationen führen. Zudem ist die Identifizierung der mutierten Gene 
durch z. B. Komplementationen oft zeit- und arbeitsaufwendig. Daher ist eine Mutationstech-
nik gefragt, die zufällige Mutationen in einem solchen Weg auslöst, dass eine direkte Be-
stimmung des mutierten Gens möglich ist. Eine solche Technik ist die Insertionsmutagenese 
durch integrative Transformation. Mit Hilfe der bekannten Sequenz des integrierten Vektors 
ist es möglich, das mutierte Gen zu isolieren. Zugleich kann mit Hilfe von Sonden determi-
niert werden, ob der gefundene Phänotyp auf nur eine Mutation zurückzuführen ist.  
Bisher wurde in Transformationen mit P. stipitis immer nur eine geringe Anzahl an Trans-
formanten erreicht (Morosoli et al., 1993; Ho et al., 1991). Der erste Ansatzpunkt ist somit 
die Verbesserung der Transformationseffizienz in P. stipitis. Für die Transformation von P. 
stipitis wird im Rahmen dieser Arbeit eine Methode genutzt, bei der nicht mit Protoplasten 
sondern mit intakten Zellen gearbeitet wird (Klebe et al., 1983; Dohmen et al., 1991). Als zu  
transformierende Komponente wird ein lineares DNA-Fragment genutzt. In Anlehnung an 
eine als REMI (restriction enzyme-mediated integration) bezeichnete Methode finden einige 
Transformationen in Anwesenheit eines Restriktionsenzyms statt. Diese REMI-Methode wur-
de für S. cerevisiae (Schiestl und Petes, 1991) entwickelt, sie wurde aber auch mehrfach er-
folgreich bei anderen Spezies angewendet, einschließlich Dictyostelium sp. (Kuspa und Loo-
mis, 1992), Ustilago maydis (Bölker et al., 1995), Candida albicans (Douglas et al., 1996), 
Magnaporthe grisea (Sweigard et al., 1998), Aspergillus nidulans (Sanchez et al., 1998) und 
Hansenula polymorpha (van Dijk et al., 2001).  
 
 
 
 
 
 
Einleitung                                                                                                          9
1.4  Ziel der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit war ein effektives Transformationssystem für P. stipitis zu etablieren. 
Mit Hilfe dieses Transformationssystemes sollten putative Gärungsmutanten gefunden wer-
den, die es ermöglichen Komponenten des sauerstoffabhängigen Regulationssystems der Gä-
rung von P. stipitis zu detektieren.  
An dieses Mutagenesesystem werden verschiedene Ansprüche gestellt. Die Mutationen sollen 
zufällig und stabil sein, es sollen möglichst Einzelmutationen entstehen und die mutierten 
Gene müssen identifizierbar sein. Das entwickelte Transformationssystem sollte im Hinblick 
auf diese Ansprüche untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte zusätzlich überprüft 
werden, welche Auswirkungen die Anwesenheit eines Restriktionsenzyms hat. Eine Trans-
formation in Anwesenheit eines Restriktionsenzyms wird in dieser Arbeit als Cotransformati-
on bezeichnet, da noch nicht geklärt ist, ob das Enzym die Integration im Sinne der REMI-
Methode vermittelt.  
 
Zudem wurden weitere Selektionsmarker für P. stipitis gesucht, die in den Mutagenesesyste-
men einsetzbar sind. Diese Untersuchungen fanden vor der Publikation der Genom-
Datenbank von P. stipitis statt.   
 
Nach einer Auffindung von putativen Gärungsmutanten sollten diese physiologisch und mo-
lekularbiologisch charakterisiert werden. 
 
In Anlehnung an ein Shuttle-Mutagenesesystem für S. cerevisiae sollte versucht werden, ein 
solches System für P. stipitis zu entwickeln (Seifert et al., 1986). In diesem System sollte eine 
Genbank von P. stipitis hergestellt werden, die durch eine Transposonintegration mutierte 
Gene enthält. P. stipitis Mutanten werden durch homologe Integration eines mutierten Gens 
dieser Genbank erzeugt. Das mutierte Gen ist durch das Transposon markiert und isolierbar.   
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2  Material und Methoden 
2.1  Material 
2.1.1 Mikroorganismen 
Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen ist in Tabelle 2.1 zu fin-
den. 
 
Tabelle 2.1: Verwendete Hefe- und Bakterienstämme 
Hefen Stammbezeichnung 
RWTH-
Nummer 
Bemerkung / 
Herkunft 
P. stipitis CBS 5774 2 NRRL (Y-11542) 
P. stipitis PJH53 trp5-10 his3-1 919 (Hagedorn, 1990) 
P. stipitis 1665 his3-1 1665 
enthält Psadh2::ScTRP5-
Kassette (Schruff, 2005) 
S. cerevisiae 41α ade2-119 trp5 ilv1-92 27 RWTH 
S. cerevisiae 
A121-3D leu2-3 met14 ura3 lys1 
ade5 his7 
614 RWTH 
S. cerevisiae 95α met13 ADE2-40 trp5 lys5 662 RWTH 
S. cerevisiae Rh218 trp1 mal-1 598 RWTH 
S. cerevisiae UTL-7A leu2-3/112 ura3-52 trp2 639 RWTH 
Bakterien    
E. coli DH5α amps 795 RWTH; für die Vermeh-
rung von Plasmiden 
E. coli S17-1  (Priefer et al.,1985) 
 
2.1.2  Plasmide 
Die verwendeten und hergestellten Plasmide und Plasmidkonstrukte sind in Tabelle 2.2 aufge-
listet. Plasmid-DNA wurde in 10 mM Tris-HCl, pH 8,5 gelöst und bei –20°C gelagert. Die 
zur Transformation verwendeten Plasmide werden in einer Physikalischen Karte mit den rele-
vanten Schnittstellen dargestellt (Abb. 2.1; Abb. 3.1).  
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Tabelle 2.2: Plasmide und Plasmidkonstrukte 
Plasmide / Plasmid-
konstrukte 
Beschreibung 
pUC 19 
AmpR, oriV, lacZ, Polycloning site in lacZ-Gen (Yanish-Peron et 
al., 1985) 
pBSPsHIS3 
pUC19 Derivat, 2,8 kb großes Fragment, das das PsHIS3-Gen 
enthält, inseriert in die EcoRI-Schnittstelle (Schruff, 2005) 
pNMPsHIS3*
pUC19 Derivat, 1,6 kb großes Fragment, das das PsHIS3-Gen 
enthält, inseriert in die SmaI-Schnittstelle  
pJH-S-1 AmpR, oriV, SwARS1, PsHIS3 (Hagedorn, 1990) 
pBSPsHIS3 Ins: Psptc1* Produkt einer inversen PCR; Template: P. stipitis ptc1 
pNMPsHIS3 Ins: Pshsp90* Produkt einer inversen PCR; Template: P. stipitis hsp90 
pBSPsHIS3 Ins: Psinp53* Produkt einer inversen PCR; Template: P. stipitis inp53 
pSUB2021 pBR325 Derivat, enthält Tn5 NeoR, KanR
pSUB2021-PsHIS3*
pSUB2021 Derivat, 1,6 kb großes Fragment, das das PsHIS3-
Gen enthält, inseriert in die SmaI-Schnittstelle 
pJP2 pTR102 GUS, MCS, AmpR TcR  (Prell et al., 2002) 
YEp-TW-Bank 
Yep24 Derivate, 3,5 bis 20 kb Fragmente der DNA des Stammes 
P. stipitis CBS 5774 (Sau3A), inseriert in BamHI-Schnittstelle   
(konstruiert von T. Weierstall, Labor M. Ciriacy, Düsseldorf) 
YEp-PsTRP1* Isolat nach Komplementation mit Sctrp1-Mutante 
YEp-PsTRP2* Isolat nach Komplementation mit Sctrp2-Mutante 
YEp-PsADE5* Isolat nach Komplementation mit Scade5-Mutante 
*Im Rahmen dieser Arbeit hergestellt 
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Abbildung 2.1 : Physikalische Karte der Vektoren pJH-S-1 (A) und pBSPsHIS3 (B). 
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2.1.3  Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotide (Tab. 2.3) wurden von der Firma MWG Biotech bezogen.  
 
Tabelle 2.3: Oligonukleotidsequenzen 
Primer Sequenz 5´? 3 Position/Verwendung 
PsHIS3-5´-ClaI agg aaa atcgat cgt aga gaa atg tga ata cg -476 bp 
PsHIS3-3´-EcoRI tat ggg gaattc tcc aag ttc ctc atc gtt ca +1143 bp 
PsHIS3-5´DIG cca tat gct cca tgc ctt ag PsHIS3-Sonde 
PsHIS3-3´DIG tgg aca aat cta cga cgg ca PsHIS3-Sonde 
PsHIS3seq1 gtt ttc aat ctc gca gaa cc Sequenzierung  
PsHIS3seq2 cca cag cga ctc tga aca g Sequenzierung  
PsPTC1-1 ctg caa cta gca cat cgg Sequenzierung 
PsPTC1-2 aac agc ccg agc ccg caa ct Sequenzierung 
PsHSP90-1 agg ttg aat ccg acg gtg cc Sequenzierung 
PsHSP90-2 gaa gca att gaa gat gta gg Sequenzierung 
PsHSP90-5´DIG caa gct ttg aga gac acc ac PsHSP90-Sonde 
PsHSP90-3´DIG cct tgg gtt tga aca tcg atg PsHSP90-Sonde 
PsINP53-1 ctt atg gat gaa ttg ctc a Sequenzierung 
PsINP53-2 gga aca gga ttc aac ttt ga Sequenzierung 
pUCrev cgg ctc gta tgt tgt gtg ga Sequenzierung 
pUCuni caa ggc gat taa gtt ggg ta - 
pUC1 ggg gat cat gta act cgc ct - 
pUC2 acc ggc tcc aga ttt atc ag - 
ADH2-600 gat ccg agg gaa aaa cc -600 bp 
ADH2-490 cta tca aaa ttc agc att ag -490 bp 
ADH2-489 gag ctc atc gtg aac agc ca -489 bp 
ADH2-1 gat aat ttg gat gga tcg ca -1 bp 
ADH2+838 cag tgt tcg atg ccg ttg tc +838 bp 
ADH2+1037 ggt gtc aac aac gta tct ac +1037 bp 
ADH2+1357 tca cca tct tta ctt cac gg +1357 bp 
TRP5+1961 cca ttg gtc ctc acc cat a ScTRP5-Sonde 
TRP5+2021 agg tct acc ggc agt tag a ScTRP5-Sonde 
YEp 24li ttg aat cta gag cga tca tgg cga cca cac ccg tcc Sequenzierung 
YEp 24re taa ttt cta gag atg ccg gcc acg atg cgt ccg gcg Sequenzierung 
Tn5-3065 tgc aga cga gcg gcg gtg tcg ca - 
Tn5-1548 cgc atg att gaa caa gat gg - 
pJH-S-1-1 ata tca caa gtt gct ggc at  
 
Material und Methoden                                                                                                          13
2.1.4  Nährmedien  
Die Lagerung der Stämme erfolgte bei –70°C in Flüssigmedium, welches 1:1 mit Glycerin 
versetzt war. Zur Anzucht für weitergehende Versuche und Stammhaltung wurde als Hefe-
Vollmedium (YEP) ein Hefeextrakt-Pepton-Medium mit 2 % Glucose benutzt (Ausubel et al., 
1991). Zur Verfestigung der Medien wurde 15 g/l Agar (Roth) zugegeben. 
 
Das verwendete Minimalmedium für Hefen (YNB) setzte sich aus 1,7 g/l yeast nitrogen base 
w/o amino acids and ammonium sulfate (Difco), 5 g/l (NH4)2SO4 und 20 g/l Glucose zusam-
men. Yeast nitrogen base (Difco) wurde getrennt vom übrigen Medium sterilfiltriert. Bei Be-
darf wurden dem Medium folgende Substanzen steril zugegeben: 60 mg/l Adenin, 50 mg/l 
Arginin, 50 mg/l Asparagin, 50 mg/l Histidin, 50 mg/l Isoleucin, 60 mg/l Leucin, 60 mg/l 
Lysin, 50 mg/l Methionin, 50 mg/l Serin, 50 mg/l Threonin, 120 mg/l Tryptophan. 
Wachstumsversuche wurden in einem Minimalmedium für P. stipitis (PMM) (nach Dellweg 
et al., 1984) durchgeführt. Dies setzt sich aus 18,75 g/l KH2PO4, 6 g/l (NH4) 2HPO4, 1,13 g/l 
MgSO4 x 7 H2O, pH 5,0 (konz. HCl) und 1,7 g/l yeast nitrogen base (Difco) zusammen. Als 
C-Quelle wurden 30 g/l Glucose oder Xylose zugesetzt. Die Zugabe von Hefeextrakt hat ei-
nen positiven Effekt auf das Wachstum von P. stipitis, daher wurde dem Medium 10 g/l He-
feextrakt zugesetzt (Grootjen et al., 1990). C-Quelle, Hefeextrakt und yeast nitrogen base 
wurden getrennt vom übrigen Medium sterilfiltriert.  
 
Als Nährmedium für E. coli DH5α und E. coli S17-1 wurde LB-Medium (Ausubel et al., 
1991) verwendet. Bei Bedarf wurden dem Medium Ampicillin (100 µg/ml) zugefügt.  
 
2.1.5  Chemikalien, Puffer und Enzyme 
Chemikalien für Nährmedien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von Fluka, Merck oder 
Sigma bezogen. Alle verwendeten Puffer wurden wie in Ausubel et al. (1991) beschrieben, 
hergestellt. Die Herkunft der Enzyme ist in Tabelle 2.4 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.4: Herkunft von Enzymen  
Enzyme Hersteller 
Taq-Polymerase Promega 
PWO-Polymerase Roche 
Restriktionsendonukleasen Roche 
T4-Ligase Roche 
Alkalische Shrimps Phosphatase USB 
Lyticase Sigma 
RNase A Sigma 
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2.2  Mikrobiologische und biochemische Methoden 
2.2.1 Kultivierung von P. stipitis 
Die Zellen wurden für 16 h in 100 ml PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt 
in 1 l-Fernbachkolben bei 150 rpm und 28 °C vorkultiviert.  
Aerobe, semiaerobe und hypoxische Bedingungen wurden durch Variieren des Medienvolu-
mens  (Girio et al., 1989)  und  der  Schüttelgeschwindigkeit  erreicht  (Passoth, 1992).  An-
nähernd  aerobe  Bedingungen  wurden  durch  10  ml-Kulturen  in  luftdicht  verschlossenen 
1 l-Schottflaschen und Schütteln bei 100 rpm erreicht. Semiaerobe bzw. hypoxische Bedin-
gungen wurden in der Kultivierung erreicht, indem 50 ml-Kulturen in luftdicht verschlosse-
nen 1 l-Schottflaschen und Schütteln bei 100 rpm bzw. ohne Schütteln inkubiert wurden. 
2.2.2 Bestimmung der Zellkonzentration und des Zelltrockengewichts 
Die Zelltrockengewichte wurden gravimetrisch bestimmt. 10 ml Zellsuspension wurden ab-
zentrifugiert, zweimal mit Aqua dest gewaschen und 20 Stunden bei 105 °C inkubiert. Vor 
dem Wiegen wurden die Zentrifugenröhrchen zwei Stunden im Exsicator abgekühlt. Das Zell-
trockengewicht (TGW [g/l]) an einem Messpunkt ergab sich als Mittelwert aus drei unabhän-
gigen Bestimmungen. Die Zelldichte der Vorkulturen wurde photometrisch bei einer Wellen-
länge von 623 nm bestimmt. Vergleiche von Zellzahlen (Thomakammer), optischer Dichte 
(OD) und Zelltrockengewichten ergaben, dass eine OD623nm von 1 einer Zellzahl von 8 x 107 
Zellen/ml und einem Zelltrockengewicht von 0,5 g/l entspricht. 
2.2.3 Bestimmung der Zucker- und Ethanolkonzentrationen 
Glucose-, Xylose- und Ethanolkonzentration wurden mittels HPLC (Waters, Milford, USA) 
bestimmt. Die Substanzen wurden in einer Wasserstoffsäule (Aminex HPX-87H, Biorad, 
Richmond, USA) bei 45 °C aufgetrennt. Als mobile Phase dient 5 mM H2SO4.  
Die spezifischen Raten ergeben sich aus Änderungen der Ethanol- bzw. Zuckerkonzentration 
im Medium bezogen auf das in diesem Zeitraum gebildete Zelltrockengewicht. Es handelt 
sich somit um scheinbare Werte. 
2.2.4 Bestimmung der Gasumsätze 
Zur Bestimmung der Gasumsätze wurde das Oxitop®-Sensomatsystem der Firma Aqualytic 
verwendet (Robertz et al., 1999). Das System besteht aus einer luftdicht verschlossenen 1 l-
Schottflasche mit einem Messkopf (Sensor-IR) und einem Absorbergefäß (unmittelbar ober-
halb des Flüssigmediums). Dieses wird mit 5 ml 50 % KOH-Lösung zur Bindung des frei-
werdenden Kohlendioxids gefüllt. Das Kohlendioxid muss, bevor es gebunden werden kann 
zu diesem Köcher diffundieren. Gibt es in der Kultur einen starken Anstieg in der Kohlendi-
oxidbildung, erfolgt die Bindung des kompletten Kohlendioxids mit einer Zeitverzögerung. In 
dieser Zeit geht das gebildete Kohlendioxid teilweise in die Druckmessung mit ein. Aus die-
sem Grund sind die ermittelten Gasumsätze nur scheinbare Werte (Fluthgraf et al., 2003). 
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Die Bindung des gebildeten Kohlendioxids bei gleichzeitigem Sauerstoffverbrauch führt zu 
einer Druckabnahme im System, die durch den Messkopf gemessen wird. Der Druckunter-
schied wird umgerechnet in den Biologischen Sauerstoffbedarf (BSB) der Probe. Zur Ermitt-
lung der Biologischen Kohlendioxidbildung (BCB) werden zusätzlich Ansätze ohne KOH im 
Absorber genutzt in denen der Gesamtgasumsatz gemessen wird. Die Berechnungen erfolgen 
nach den folgenden Formeln: 
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(M(O
BCBRQ =
fl en [m 1/2
2 2  = 0,878; ∆p(O2/CO2): Differenz 
2/CO2): Molekulargewicht für O2 = 32000 mg/mol und für CO2 = 44011 mg/mol); R: 
Gaskonstante (83,144 l*mbar/mol*K); T0: Referenztemperatur (273,15 K); Tm: Inkubations-
temperatur (301,15 K); Vges: Flaschenvolumen [ml]; V : Probenvolum l]; α : Bunsen-
cher Absorptionskoeffizient für O   = 0,03103 und für COs
des O2- bzw. CO2-Partialdruckes [mbar]) 
 
Die Bestimmung der spezifischen Gasumsatzrate erfolgte nach Bergter (1983). 
( ) ( ) ( )( ) )( ⎥
⎤⎢⎡−= +− mgtptptq 1n1nn  ⎦⎣ •−• +− hgtttX 1n1nn
(q(t ): spezifische Rate zum Zeitpunkt t  [mg/g h]; X(tn): Gleitendes-Mittel der Biomasse zum 
punkt tn+1/-1 [mg/l]) 
ie Enzymaktivitäten wurden in einem Pharmacia LKB Biochrom 4060 Photometer bei 340 
s ktivitäten wurden mit der folgenden, aus 
em Lambert-Beerschen Gesetz abgeleiteten Formeln berechnet (Bergmeyer, 1974): 
NAD+/NADH bei 340 nm = 
n n
Zeitpunkt tn [g/l]; p(tn+1/-1): Gasumsatz zum Zeit
 
2.2.5 Bestimmung von Enzymaktivitäten 
D
nm und 30 °C gemes en. Die spezifischen Enzyma
d
 
Spezifische Aktivität 
 
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡
∆
∆••••= mg
U
t
E
cvd
V
Pε
(V: Testvolumen [ml]; ε: Molarer Extinktionskoeffizient (für 
6,22 cm2/µmol); v: Probevolumen im Test [ml]; cP: Proteinkonzentration der Probelösung 
[mg/ml]; ∆E / ∆t: Extinktionsänderung über die Zeit [min-1] 
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2.2.5.1 Probenahme und Herstellung zellfreier Rohextrakte 
Proben von je 100 ml wurden zu Beginn der exponentiellen und in der stationären Wachs-
tumsphase entnommen. Die Zellsuspensionen wurden direkt auf 0 °C abgekühlt. Die Zellen 
wurden bei 7500 rpm und 4 °C geerntet und einmal mit einem Rohextraktpuffer gewaschen, 
der sich aus 100 mM Triethanolamin, 0,5 mM EDTA und 0,5 mM DTT zusammensetzt. Zum 
Puffer wurden nach Angaben des Herstellers Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (Comple-
te®) der Firma Roche gegeben. 0,5 bis 1 g des nassen Zellpellets wurden mit der gleichen 
Menge an Glassperlen in Anwesenheit des Rohextraktpuffers (10 ml / g nasses Zellpellet) 1 
Minute gevortext und dann 1 Minute auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang wurde viermal wie-
erholt. Zur Entfernung von Zellresten und unaufgeschlossenen Zellen wurde die Probe bei 
e bei 4 °C gelagert und die enzymati-
.2.5.2 Aktivität der Alkoholdehydrogenase (ADH) 
n ng, die durch die Reduktion von 
NAD+ zu NADH erfolgt, gemessen (Bergmeyer, 1974).  
icht pH-abhängig. Im alkalischen Bereich 
micarbazid die ADH-Aktivität von S. cerevisiae hemmt und 
in ähnlicher Effekt bei P. stipitis vorliegen kann. 
H 9,0, 5,0 mM NAD+ und 1,7 M Etha-
ruvatdecarboxylase (PDC) 
estimmt. Der gemessenen Extinkti-
onsänderung, die durch die Oxidation von NADH zu NAD+ verursacht wird, liegen folgende 
2
ctase (XR) und der  
messenen Ex-
 
                                                                                                                        Xylitol + NAD(P)+ 
PDC
⎯→⎯+ XRH)P(NADXylose
d
3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Rohextrakt wurd
sche Aktivität sofort gemessen. 
 
2
d der ExtinktionsänderuDie Aktivität der ADH wird anha
 
Acetaldehyd  + NADH 
 
Diese Reaktion ist reversibel und das Gleichgew
⎯⎯ →⎯+ + ADHNADEthanol
verläuft sie in Richtung des Acetaldehyds. Auf das Abfangen des Acetaldehyds durch Semi-
carbazid wurde verzichtet, da Se
e
Der Reaktionsansatz setzt sich aus 100 mM Glycin, p
nol als Startreagenz zusammen. 
 
2.2.5.3 Aktivität der Py
Die Aktivität der PDC wurde nach Postma et al. (1989) b
Reaktionen zu Grunde: 
 Acetaldehyd + CO⎯→⎯Pyruvat
Acetaldehyd + NADH 
 
2.2.5.4 Aktivität der Xyloseredu
++⎯⎯ →⎯ NADEthanolADH
Die Aktivität der XR wurde nach Chakravorty et al. (1962) bestimmt. Der ge
tinktionsänderung, die durch die Oxidation von NAD(P)H z +u NAD(P)  verursacht wird, liegt 
folgende Reaktionen zu Grunde:
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2.2.5.5 Aktivität der Xylitoldehydrogenase (XDH) 
Die Aktivität der XDH wird anhand der Extinktionsänderung, die durch die Reduktion von 
AD+ zu NADH erfolgt, gemessen (Richard et al., 1999).  
                                                                                                                              Xylulose + NADH
gaben des Herstellers bestimmt. Die Eichkurven wurden mit Rinderserumalbumin 
erstellt. 
idverlust pro Generation wurde 
nach folgender Form l berechnet (Dani und Zaki , 1983): 
N
 
  
 
2.2.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration wurde mit dem Coomassie® Protein Assay Reagenz (Fa. Pierce) 
nach An
2.2.6 Bestimmung der Plasmidstabilität in Hefetransformanten 
Die Hefetransformanten wurden in 50 ml YNB-Flüssigmedium bei 28 °C bis zu einer 
OD623nm von 1 inkubiert. 100 µl-Aliquots der Verdünnungen 10-4 und 10-5 wurden auf Selek-
tiv- und Voll-Medium ausplattiert und bei 28 °C bebrütet. Nach Wachstum wurde durch Ver-
gleich der Kolonienzahl auf beiden Mediensorten der Prozentsatz plasmidhaltiger Zellen in 
der Kultur ermittelt. Zur Berechnung des Plasmidverlusts pro Generation wurden selektiv 
gewachsenen Kulturen für acht Generationen in Vollmedium vermehrt und anschließend der 
Prozentsatz an plasmidhaltigen Zellen ermittelt. Der Plasm
e an
( ) 100re1X •−=  
n
B
Aln
r =  
idverlust pro Generation, n: Generationen in nicht-(X: Plasm
m
Selektivem Medium, A: plas-
idhaltige Zellen nach n Generationen in nicht-Selektiv-Medium in [%], B: plasmidhaltige 
 
mpbell und Duffus (1988) beschriebenen Metho-
3 Stunden mit 0,5 mg/ml Lyticase bei 30 °C 
 von B. Schäfer für Schizosaccharomyces 
rs. Mitteilung). Eine detaillierte Beschreibung 
der  Methode ist in Passoth (1998) gegeben. 
⎯⎯ →⎯+ + XDHNADXylitol
Zellen in Selektivmedium in [%]) 
2.3  Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Isolationsmethoden für DNA 
2.3.1.1 Isolation genomischer DNA aus P. stipitis 
Die DNA-Isolation erfolgte nach der von Ca
de. Die Protoplastierung wurde innerhalb von 
durchgeführt. 
 
2.3.1.2 Plasmidisolation aus Hefen 
te nach einemDie Plasmidisolation aus Hefen erfolg
pombe entwickelten Verfahren (B. Schäfer, pe
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2.3.1.3 Plasmidisolation aus E. coli 
Plasmid-DNA wurde aus E. coli DH5α  mit Hilfe des PerfectPrep®Plasmid Midi-KITs der 
irma Eppendorf nach Angaben des Herstellers isoliert.  
te nach Angaben des Herstellers mittels des MinElute Gel 
xtraction Kit der Firma Qiagen. 
 
n Fragmente wurden nach Ethidiumbromid-
ärbung im UV-Durchlicht (256 nm) detektiert. 
 
er DNA (dsDNA) einer Konzentration von 50 µg/ml. Hieraus ergibt sich 
folgende Formel: 
[dsDNA] = A260nm-Einheit x Verdünnung x 50 µg/ml 
it 
em Ligationsprodukt wurde eine Transformation in E. coli DH5α durchgeführt (2.3.5.1). 
 
mit Standardmethoden durch Temperaturschock transformiert 
ambrook et al., 1989). 
rchgeführt (Agatep et al., 1998) Es wurden 3,6 µg 
NA pro 1 x 108 Zellen transformiert. 
F
 
2.3.1.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zur  Isolation von DNA-Fragmenten wurde die restringierte DNA gelelektrophoretische auf-
getrennt. Je nach Fragmentgrößen wurde 0,8 bis 1,2 % SeaKem®GTG®Agarose (Cambrex) 
verwendet. Die Extraktion erfolg
E
2.3.2 Gelelektrophoretische Trennung von DNA 
DNA-Fragmente wurden je nach Größe in 0,8 bis 1 %igen Agarosegelen (Fa. Roth) in TBE-
Puffer bei 80 V aufgetrennt. Die im Gel fixierte
F
2.3.3 Nukleinsäurekonzentrationsbestimmung 
Die photometrische Absorptionsmessung zur Bestimmung der DNA-Konzentration einer 
wässrigen Lösung erfolgt bei 260 nm. Laut Sambrook et al. (1989) entspricht 1 A260nm-Einheit 
bei doppelsträngig
2.3.4 Plasmidrescue  
Die aus den P. stipitis Transformanten isolierte genomische DNA (2.3.1.1) wurde mit der 
Restriktase EcoRI geschnitten und die Fragmente nach Inaktivierung des Enzyms ligiert. M
d
2.3.5 Transformation 
2.3.5.1 Transformation von E. coli 
E. coli DH5α wurde 
(S
 
2.3.5.2 Transformation von S. cerevisiae 
Transformationen in S. cerevisiae wurden nach dem Lithium-Acetat / Einzelstrang-carrier-
DNA / Polyethylenglycol-Protokoll du
D
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2.3.4.3 Transformation von P. stipitis 
Transformationen in P. stipitis erfolgten in Anlehnung an ein von Dohmen et al. entwickeltes 
Pro o
• 8 Zel-
• 
impfen; schüttelnd bei 28 °C inkubieren bis eine OD623nm von 
• 5 min, 20 °C), in 20 ml Lösung A waschen, Pellet in 1 ml 
eren 
• l 28 °C warmes YEP-Flüssigmedium suspendieren und 90 min bei 28 °C 
• ernten (7500 rpm, 5 min, 20 °C) und mit 500 µl 0,9 %iger NaCl-Löung wa-
• ehmen und auf YNB-Selektionsmedium 
den wie in Hagedorn (1990) beschrieben hergestellt und vor 
ebrauch auf 28°C temperiert. 
 
lungen dieses Temperaturprogramms 
Sachse (1994) 5 °C unter der vom Herstel-
ler errechneten Schmelzpunkttemperatur gewählt. 
tok ll:  
Vorkultur: 50 ml YEP-Flüssigmedium in 0,5 l-Erlenmeyerkolben mit ca. 2 x 10
len des Transformationsstamms animpfen; 16 h schüttelnd bei 28 °C inkubieren 
Hauptkultur: 200 ml 28 °C warmes YEP-Flüssigmedium  in 1l-Erlenmeyerkolben mit 
5 ml der Vorkultur an
0,45 - 0,5 erreicht ist 
Zellen ernten (7500 rpm, 
Lösung A resuspendieren 
• Aliquots zu je 100 µl mit 5,5 µl DMSO versetzen und für 1 h bei –70 °C einfrieren 
• zu transformierende DNA auf die gefrorenen Zellen geben, 80 s bei 37 °C mischen 
• 1,2 faches Volumen der Lösung B zugeben, mischen und 90 min bei 28 °C inkubi
• Zellen ernten (7500 rpm, 5 min, 20 °C) und 2 mal mit 500 µl Lösung C waschen 
Pellet in 2 m
inkubieren 
Zellen 
schen 
Pellet in 100 µl 0,9 %iger NaCl-Lösung aufn
ausplattieren; vier Tage bei 28 °C inkubieren 
Die Lösungen A, B und C wur
G
2.3.6 Polymerasenkettenreaktion (PCR) 
Die in vitro Amplifikation von DNA wurde in einem Personal Cycler® der Firma Biometra 
durchgeführt. Das Gesamtvolumen der PCR-Ansätze betrug bei qualitativen 25 µl und bei 
quantitativen Untersuchungen 50 µl.  Die in weiterführenden Versuchen genutzten Amplifika-
te wurden gegebenenfalls aus einem Agarosegel mit dem MinElute Gel Extraction Kit der 
Firma Qiagen isoliert. Der nach den Herstellerangaben verdünnte Reaktionspuffer der PCR 
enthielt 10 bis 100 ng Template-DNA, 1 U Taq-Polymerase, 2 mM MgCl2, 0,4 mM dNTP 
und 0,4 µM des jeweiligen Primers. Bei der Verwendung von chromosomaler DNA als 
Template wurde die Taq-Polymerase erst nach einem einleitenden Denaturierungsschritt (3 
min 99 °C) zum Reaktionsgemisch zugegeben. Die Reaktionsbedingungen wurden wie folgt 
gewählt: Denaturierung 1 min bei 94 °C, Anlagerung der Primer 1 min bei 50 bis 58 °C, E-
longation 1 min / 1000 bp bei 72 °C, nach 30 Wiederho
erfolgte eine Abschlusselongation für 10 min bei 72 °C. 
Die Primeranlagerung wurde nach Lachmund und 
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2.3.7 Restriktion und Ligation von DNA 
Die Restriktion von DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen nach den jeweiligen Angaben 
der Hersteller vorgenommen. Die Restriktasen wurden nach einem Protokoll von Manivasa-
kam und Schiestl (1998) entfernt.  
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit T4-Ligase entsprechend dem Herstellerpro-
tokoll. Um Vektorreligationen zu vermeiden, wurde der restringierte Vektor vor Ligation mit 
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (1 U, 37 °C, 1h). Das molare Verhältnis von Vektor 
zu Insert betrug bei den Ligationen 1:1, 1:3 und 1:5. Das Reaktionsgemisch wurde für 16 bis 
18 h bei 16 °C inkubiert und anschließend in E. coli DH5α transformiert. Die Klonierung 
wurde nach Isolation der Plasmide durch Restriktionsanalysen oder qualitative PCR-
Untersuchungen überprüft. 
2.3.8 Hybridisierung 
Für die Hybridisierung wurde eine positiv geladene Nylonmembran (Fa. Boehringer-
Mannheim) benutzt. Die DNA wurde durch 30 minütiges Backen bei 120 °C fixiert. Die Her-
stellung der Sonden erfolgte unter Verwendung des PCR DIG probe synthesis kit. Die Sonden 
wurden vor Verwendung aus einem Agarosegel isoliert. Die Prähybridisierung (3 h) und die 
Hybridisierung (16 bis 18 h) erfolgten bei 42 °C mit dem Easy-Hyb-System. Die Filter wur-
den unter stringenten Bedingungen gewaschen (mit 2 x SSC / 0,1 % SDS 5 min bei 20 °C, 
danach mit 0,1 x SSC / 0,1 % SDS 15 und 30 min bei 20 °C und anschließend 2 x 15 min bei 
68 °C). Für die Detektion mittels Chemilumineszenz wurde mit dem DIG luminescent Kit 
gearbeitet. Alle verwendeten Kits wurden von der Firma Boehringer-Mannheim bezogen und 
nach Angaben des Herstellers verwendet. 
  
2.3.8.1 Southern-Hybridisierung 
Die isolierte und restringierte DNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Kapil-
larblot auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert (Southern, 1975). Die weitere 
Hybridisierung erfolgte wie oben beschrieben.   
 
2.3.8.2 Dot-Blot-Hybridisierung 
Die isolierte DNA wurde in der gewünschten Konzentration auf die positiv geladene Nylon-
membran getropft. Die weitere Hybridisierung erfolgte wie oben beschrieben.   
2.3.9 Sequenzierung von DNA und Sequenzanalysen 
Sequenzierungen wurden von der Firma Zeda Sequencing Serivce (RWTH-Aachen, Biologie 
VII) durchgeführt. Sequenzanalysen erfolgten mit dem DNasis/Prosis-Programmpaket (Hita-
chi). Sequenzvergleiche wurden mit dem BLAST-Service des NCBI-Servers durchgeführt 
(Altschul et al., 1997).  
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3.  Ergebnisse 
3.1 Versuche zur Entwicklung der Insertionsmutagenese 
Die Insertionsmutagenese bietet gegenüber klassischen Mutagenesemethoden den Vorteil, 
dass sie zu markierten Mutationen führen. In Anlehnung an das Transformationsprotokoll von 
Dohmen et al. (1991) wurde eine für die xyloseverwertende Hefe P. stipitis optimierte Trans-
formationsmethode entwickelt.  
An die Transformationsmethode wurden verschiedene Ansprüche gestellt. Erstens ist eine 
hohe Ausbeute an Transformanten gewünscht. Zweitens sollten hauptsächlich ektopische Ein-
fachintegrationen stattfinden. Drittens sollte die Insertionsmutagenese zu zufälligen Mutatio-
nen führen. Viertens sollte eine Sequenzanalyse der Insertionsstelle möglich sein.  
Der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 wurde als Ausgangsstamm für die Insertionsmutagenese 
verwendet. Dieser Stamm wurde durch Integration der Kassette Psadh2::ScTRP5::Psadh2 in 
den Stamm P. stipitis CBS 5774 PJH53 his3-1 trp5-10 erstellt (Schruff, 2005). Auf die Cha-
rakterisierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 wird in 3.1.11 eingegangen.  
Die zur Integration genutzten Plasmiden pNMPsHIS3 (Abb. 3.1), pBSPsHIS3 (Abb. 2.1B) 
und pJH-S-1 (Abb. 2.1A) enthalten als Selektionsmarker das Imidazolglycerol-phosphat-
Dehydratase-Gen (HIS3) von P. stipitis und für das spätere Plasmidrescue in E. coli ein Am-
picillin-Resistenz-Gen (AmpR). Die Plasmide pBSPsHIS3 und pJH-S-1 tragen ein 2,8 kb lan-
ges Fragment genomischer P. stipitis DNA, welches in der Lage ist, his3 Mutation in S. cere-
visiae zu komplementieren (Hagedorn, 1990; Schruff, 2005).  
 
 
Abbildung 3.1: Physikalische 
Karte des Plasmides pNMPsHIS3. 
 
 
 
 
 
Das im Rahmen dieser Untersuchungen konstruierte Plasmid pNMPsHIS3 (Abb. 
nur eine 1681 bp lange Sequenz dieses Fragmentes (EMBL AF348970), das für die
mentation des his3-Genes ausreichend sein sollte. Dadurch ist dieses Plasmid 1,1 
als das Plasmid pBSPsHIS3 und könnte aus diesem Grund zu höheren Transforma
beuten führen. Zur Konstruktion des Plasmides pNMPsHIS3 wurde das HIS3-Fra
einer PCR mit den Primern PsHIS3-5´-ClaI und PsHIS3-3´-EcoRI amplifiziert. Als 
diente die DNA des Stammes P. stipitis CBS 5774. Das Amplifikat wurde in d
Schnittstelle des Vektors pUC19 einkloniert und die Orientierung mittels Restriktio
geprüft.  
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3.1.1  Optimierung  der Transformationsfrequenz 
Für die Hefe P. stipitis wurde die Transformationsmethode von Dohmen et al. (1991) modifi-
ziert (2.3.4.3). Im Verlauf der Gewinnung von putativen Gärungsmutanten wurde diese Me-
thode weiter optimiert. Dadurch sind unterschiedliche Versuchsreihen nur bedingt miteinan-
der zu vergleichen. Die Tendenzen innerhalb einer Versuchsreihe waren aber auch bei Ab-
wandlung der Transformationsmethode immer reproduzierbar. Parallel zur Transformation 
wurden auch Kontrollen mit Aqua dest durchgeführt, diese Ansätze ergaben keine HIS-
prototrophen Kolonien und werden in den Ergebnissen nicht gesondert aufgeführt. 
Effizientes und kontinuierliches Mischen der Transformationsansätze zeigte den stärksten 
Einfluss hinsichtlich der Transformationsdurchführung. In der Transformationsdurchführung 
in Anlehnung an Dohmen et al. (1991) wurden die Ansätze während der DNA-Zugabe und 
dem Auftauen der kompetenten Zellen mit 300 rpm gemischt. Wurden im Gegensatz dazu die 
Ansätze während der DNA-Zugabe und dem Auftauen der kompetenten Zellen fortwährend 
gründlich mit einer Pipette gemischt und in den folgenden Inkubationszeiten im 5 Minuten 
Takt invertiert, zeigte sich eine Erhöhung der Transformationsausbeute um das siebenfache 
(Abb. 3.2). Zusätzlich zeigte sich zwischen den Parallelen nur eine Standardabweichung von 
1 %, während die Standardabweichung sonst relativ hoch lag. Diese Transformationsmethode 
wird zur Unterscheidung in den Tabellen mit * gekennzeichnet.  
0
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    fortwährendes Mischen         Mischen während DNA-Zugab
ittelwerte aus jeweils 10 parallelen Transformationen des linearen Vektors 
) in P. stipitis 1665 his3-1 
 Hefezellen sollen ohne Verlust in der Transformationseffizienz für mehrere 
C inkubierbar sein (Dohmen et al., 1991). Die Ergebnisse der Transformati-
enten P. stipitis Zellen zeigten eine Abnahme der Transformationsausbeute 
ernder Inkubation bei -70 °C (Tab. 3.1). Eine Charge kompetenter Zellen 
r Stunde bzw. nach zwei Wochen in eine Transformation mit zirkulärem und 
  pBSPsHIS3  eingesetzt.  Die  Transformationsausbeute  reduzierte  sich  auf 
Zusätzlich zeigte die Cotransformation mit linearisiertem Vektor pBSPsHIS3 
se PstI eine 30-fach höhere Ausbeute an HIS-prototrophen Kolonien als die 
it zirkulärem Vektor (Tab. 3.1). In den weiteren Versuchen wurden die 
en eine Stunde bei –70 °C inkubiert.   
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Tabelle 3.1: Transformation mit zirkulärem und mit PstI-linearisiertem Vektors pBSPsHIS3  
in P. stipitis 1665 his3-1 mit unterschiedlichen Inkubationszeiten bei –70°C  
pBSPsHIS3 (En-
zyma) 
Inkubation 
bei –70 °C 
Anzahl HIS-prototropher KBE /  
1 µg DNA 
Mittel-
wert 
zirkulär 1 h 0 / 0 / 0 / 1 / 2 / 5 / 8 / 10 3,25 
zirkulär 2 Wochen 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 2 0,25 
linear  (1 U PstI) 1 h 18 / 30 / 52 / 87 / 98 / 125 / 144 / 157 / 180 / 183 / 214 117 
linear (1 U PstI) 2 Wochen 
1 / 2 / 4 / 4 / 5 / 5 / 6 / 6 / 6 / 7 / 7 / 7 / 7 / 8 / 9 / 9 / 9 / 9 /
10 / 10 / 11 / 11 / 11 / 11 / 12 /12 /13 /13 /14 /14 /14 /
15 /15 /15 / 16 /16 /16 /17 /18 /18 / 24 
11 
a während der Transformation  anwesendes Restriktionsenzym  
3.1.2  Versuche zum Nachweis eines REMI-Effektes 
3.1.1.1  Transformationen mit linearisiertem oder zirkulärem autonom replizierenden 
Vektor pJH-S-1 
Bei der Optimierung der Transformationsmethode erwies sich die Cotransformation mit linea-
rem integrativem Vektor und einer Restriktase als effizienter als die Transformation mit zir-
kulärem integrativem Vektor. Die Erhöhung der Ausbeute könnte ihre Ursache in der Lineari-
sierung des Vektors oder in der Zugabe der Restriktase haben. Zur Klärung wurden Trans-
formationen mit zirkulärem und linearem autonom replizierenden Vektor pJH-S-1 (Abb. 
2.1B) durchgeführt. Es wurden jeweils drei unabhängige Transformationen* mit je 10 Paralle-
len durchgeführt. Die Linearisierung des Vektors erfolgte mit der Restriktase PstI bzw. ScaI. 
Die Cotransformation wurde unter Zugabe von fünf Units der Restriktase PstI bzw. ScaI 
durchgeführt (Abb. 3.3). 
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Restriktase nochmals gesteigert wurde.  
I-lin.+PstI       PstI-lin.    ScaI-lin.+ScaI     ScaI-lin.         zirkulär 
 
Bei der Transformation* mit linearem Vektor pJH-S-1 wurde eine drei- bis sechsfach höhere 
Anzahl HIS-prototropher Kolonien erreicht als mit zirkulärem Vektor. Die Cotransformation* 
mit der Restriktase zeigte eine 1,7-fach (PstI) bzw. 2,9-fach (ScaI) höhere Ausbeute als die 
Transformation* mit linearem Vektor (Abb. 3.3). Die Linearisierung des Vektors verursachte 
somit eine erhebliche Steigerung der Transformationseffizienz, die durch die Zugabe einer 
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Liegt der Vektor als Plasmid im Stamm P. stipitis 1665 his3-1 vor, ist mit einer mitotischen 
Instabilität zu rechnen und es sollten unter den Nachkommen viele his-Auxotrophe zu finden 
sein. Wurde der Vektor in die genomische DNA des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 integ-
riert, sollte die HIS-Prototrophie stabil sein. Zur Überprüfung von möglichen Vektorintegrati-
onen wurden jeweils zehn zufällig ausgewählte Transformanten einem Stabilitätstest unterzo-
gen. In diesem Test wurden von jeder Transformante 500 Klone eingesetzt. Die zehn Trans-
formanten, die in der Transformation mit dem zirkulären Vektor pJH-S-1 entstanden sind, 
zeigten 30 – 45 % his-Auxotrophe. Unter den Klonen von zwei der zehn Transformanten aus 
der Cotransformation mit ScaI und von vier der zehn Transformanten aus der Cotransformati-
on mit PstI waren keine his-Auxotrophe zu finden. Die anderen acht bzw. sechs Transforman-
 der 
onsenzyms während der Transformation könnte abhän-
on de n. Da versch
ikt f ilige Linearisierung des verwendeten integrativen Vektors 
pBSPs ot tion wu eführt
  
T elle 3 formation des Vektors pBSPsHIS3 in  1665 his3-1 unter Verwen-
dung unterschiedlicher R n.
Exp 
pBSPsHIS3 zugefügte 
R  0,5 µg DNA 
Mittel-
w  
ten zeigten  30 – 45 %  his-Auxotrophe.  Somit ist anzunehmen, dass bei 20 % bzw. 40 %
Transformanten aus den Cotransformationen eine Integration des linearisierten, autonom rep-
lizierenden Vektors stattgefunden hat. In den Transformationen mit zirkulärem, autonom rep-
lizierendem Vektor haben wahrscheinlich keine Integrationen in die genomische DNA des 
Transformationsstammes stattgefunden.    
3.1.2.2  Einfluss verschiedener Restriktionsenzyme auf die Transformationsfrequenz 
Der mögliche Einfluss eines Restrikti
gig v
Restr
 dem verwen
asen durchge
ten Enzym sei
ührt. Die jewe
her wurden Cotransformationen mit iedenen 
HIS3 und die C ransforma rden mit der gleichen Restriktase durchg .  
ab .2: Trans P. stipitis
estriktase   
(Enzym)a  estriktase
Anzahl HIS-prototropher KBE /  
ert
1 linear  (SalI) 1 U SalI 1,08 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 1 / 2 / 11 
1 2 / 9 150 linear (XbaI) 1 U XbaI / 32 / 48 / 94 / 120 / 145 / 75 
1 zirkulär - 0 / 1 / 2  1 
2* linear  (PstI) 1 U PstI 18 /30 /52 /87 /98 /125 /144 /157 /180 /183 / 214 117 
2* linear  (SacI) 1 U SacI 
13 / 56 / 66 / 70 / 85 / 88 / 93 / 97 / 100 / 101 / 120 /
142 / 194 
94 
2* linear (XbaI) 1 U XbaI 
63 / 112 / 142 / 180 / 216 / 256 / 286 / 312 / 384 
/ 410 / 420 / 440 / 492 
286 
2* zirkulär - 0 / 2 / 10 / 11 / 13 7 
a für die Linearisierung verwendetes Restriktionsenzym 
* optimierte Transformationsmethode 
 
Mit dem Restriktionsenzym SalI wurde im Durchschnitt nur eine HIS-prototrophe Kolonie 
erhalten (Tab. 3.2). Dies lag wahrscheinlich an der SalI-Schnittstelle innerhalb des Hefe-
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Selektionsmarker HIS3 im Vektor pBSPsHIS3 (Abb. 3.1). Die höchsten Transformationsaus-
beuten wurden mit XbaI-linearisiertem Vektor in einer Cotransformation mit XbaI erreicht, 
sie lagen 40- bis 70-fach höher als mit zirkulärem Vektor (Tab. 3.2). In Experiment 2 wurden 
ie Ansätze während der Transformation fortwährend gemischt, dadurch erklärt sich die im 
equenzen inner-
alb der PsHIS3-Region des Vektors pNMPsHIS3 (Abb. 2.1B). Dadurch können während des 
iktionsenzyme SmaI, EcoRI und XbaI liegen außerhalb 
 PsHIS3  Vek  1,6 RI 
n ca. 2,6 IS3-Fragment a tor schneidet.  
nsform s Vektors pBS his3-1 unter Verwen-
iedlicher Restriktasen. 
Überhänge 
Anzah BE /  
Mit ert 
d
Vergleich zu Experiment 1 vierfach erhöhte Transformationsausbeute (Abb. 3.2).  
Die Cotransformationen mit den verschiedenen Restriktionsenzymen zeigten unterschiedliche 
Ausbeuten. Das deutete darauf hin, dass das Ausmaß der Steigerung von der verwendeten 
Restriktase abhängig ist. 
 
In einem weiteren Ansatz sollte der Effekt weiterer Restriktasen überprüft werden (Tab. 3.3). 
Die Restriktasen AccI, HincII, HindIII, SalI und SphI besitzen Erkennungss
h
Verdaus Fragmente entstehen, die nicht zur Komplementation des Pshis3-Gens fähig sind. 
Die Erkennungssequenzen der Restr
dieser kurzen
und SmaI ei
-Region im
kb großes PsH
tor pBSPsHIS3, wobei XbaI ein ca.  kb und Eco
us dem Vek
 
Tabelle 3.3: Tra ation de PsHIS3 in P. stipitis 1665 
dung untersch
pBSPsHIS3 
(Enzym)a  
l HIS-prototropher K
1 µg DNA 
telw
linear  (AccI) blunt 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 0 
linear (HindIII) 0,14 sticky 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 1 
linear (SalI)  sticky 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 0 / 2 0,3 
linear (SphI) sticky 0 / 0 / 0 / 0 / 0 /3 / 2 0,7 
linear (HincII) blunt 0 / 2 / 11 / 19 / 27 / 28 / 42 18 
linear (SmaI) blunt 0 / 1 / 1 / 2 / 2 / 4 / 6 2 
linear (EcoRI) 19 / 21 / 21 / 22 / 25 / 26 / 35 sticky 24 
linear (XbaI) sticky 31 / 43 / 53 / 89 / 151 / 314 / 160 120 
linear (BamHI) sticky 29 / 33 / 44 / 56 / 60 / 95 / 110 61 
linear (KpnI) sticky 6 / 12 / 14 / 14 / 16 / 29 / 32 18 
linear (PstI) sticky 24 / 45 / 61 / 63 / 96 / 100 / 197 84 
linear (SacI) sticky 5 / 6 / 9 / 11 / 13 / 26 / 40 16 
zirkulär  1 / 1 / 4 2 
a Restriktase für die Linearisierung des Vektors und die Cotransformation (1 Unit)  
 
In Cotransformationen mit den Restriktasen AccI, HindIII, SalI und SphI wurden nur selten 
HIS-prototrophe Kolonien erhalten, dies könnte an den Schnittstellen innerhalb der PsHIS3-
Region liegen. Die Restriktase HincII schneidet an ungefähr derselben Stelle in der PsHIS3-
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Region wie die drei anderen Restriktasen, trotzdem wurden bei diesen Cotransformationen im 
Durchschnitt 18 Transformanten erhalten (Tab. 3.3).    
In der Cotransformation mit EcoRI wurde eine um den Faktor 10 höhere Ausbeute erreicht als 
mit SmaI (Tab. 3.3). Grund hierfür könnte sein, dass die Restriktase EcoRI Einzelstrangüber-
hänge erzeugt und SmaI nicht. Die Restriktase XbaI erzeugt ebenfalls ein lineares Fragment 
mit terminalen Einzelstrangüberhängen. In der Cotransformation mit XbaI wurde die Ausbeu-
te im Vergleich zu der Cotransformation mit EcoRI um den Faktor fünf gesteigert.  
ie für die Cotransformation eingesetzten Restriktasen BamHI, KpnI, PstI und SacI erzeugen 
g. 
se.  
Zur Gewinnung einer hohen Anzahl an Transformanten für die Auffindung von putativen 
rgebnisse Cotransformationen mit PstI eingesetzt. 
BSPsHIS3 und je vier Transformanten mit XbaI-, PstI- bzw. EcoRI-linearisierten 
pNMPsHIS3 für die Dauer von ca. acht Generationen unter nicht-selektiven Bedingungen 
nachgewiesen werden. Die mitotische Stabilität spricht gegen das zufällige Vorhandensein 
entration durchgeführt (Abb. 3.4). Hierzu wur-
den die Restriktasen PstI und ScaI für die Linearisierung des Vektors und die Cotransformati-
D
ein lineares Fragment mit 3´Einzelstrangüberhang, bzw. BamHI mit 5´Einzelstrangüberhan
Ob ein 5´- oder 3`Einzelstrangüberhang entsteht, scheint auf die Effektivität der Cotransfor-
mation keine Auswirkung zu haben, da mit BamHI weniger Transformanten erhalten wurden 
als mit PstI, aber mehr als mit KpnI und SacI (Tab. 3.3).  
 
Die Erhöhung der Transformationsausbeute ist abhängig von der verwendeten Restrikta
Gärungsmutanten wurden auf Grund der E
Die Verwendung von XbaI wurde trotz hoher Transformationsausbeuten nicht bevorzugt, da 
XbaI die PsHIS3-Region des Vektors pBSPsHIS3 herausschneiden kann. Fehlt der pUC19-
Vektoranteil wäre die Möglichkeit der Identifizierung des mutierten Gens einschränkt. 
3.1.3  Stabilität der Transformanten 
Es wurde untersucht, ob die Transformation mit den linearisierten Vektoren pBSPsHIS3 bzw. 
pNMPsHIS3 zur stabilen Integration der PsHIS3-Region in das Genom führte. Hierzu wurden 
je vier Transformanten aus Transformationen mit XbaI-, PstI- bzw. EcoRI-linearisierten 
p
kultiviert. Es konnten unter 500 getesteten Klonen je Transformante keine his-Auxotrophen 
einer autonom replizierenden Sequenz (ARS) in den Vektoren pBSPsHIS3 und pNMPsHIS3.  
 
3.1.4  Einfluss der Vektor- bzw. Restriktasenmenge auf die Transformationsfre-
quenz  
Zumeist hat die Konzentration des zu transformierenden Vektors einen Einfluss auf die An-
zahl der Transformanten. In der Cotransformation ist zusätzlich noch ein Restriktionsenzym 
anwesend. Seine Konzentration bzw. das Verhältnis von Restriktionsenzym zu Vektor kann 
ebenso einen Einfluss  auf die Transformationsfrequenz haben. Um dies zu untersuchen, wur-
den Transformationen mit unterschiedlicher DNA-Konzentration des linearen Vektors 
pBSPsHIS3 und unterschiedlicher Enzymkonz
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on eingesetzt. ScaI und PstI zeigten in Cotransformationen mit dem autonomen Vektor pJH-
S-1 die gleiche Ausbeute an HIS-prototrophen Kolonien (Abb. 3.3). Mit dem integrativen 
Vektor pBSPsHIS3 zeigten sich in der Cotransformationen mit ScaI nur 25 bis 50 % der Aus-
beute, die mit PstI erreicht wurde (Abb. 3.4).  
Insbesondere bei der Verwendung von PstI zeigten sich deutliche Unterschiede in Abhängig-
keit von der verwendeten Restriktasen- bzw. Vektormenge (Abb. 3.4). Mit zwei µg 
pBSPsHIS3 DNA wurde eine 2,5-fach höhere Anzahl HIS-prototropher Kolonien erzielt als 
mit einem µg bei gleich bleibenden Verhältnis von DNA- zu Enzymmenge. Ändert sich das 
Verhältnis zwischen DNA- und Enzymmenge zeigten sich unterschiedliche Transformations-
ausbeuten. Eine Erhöhung der Vektormenge von ein auf zwei µg bei gleichzeitiger Erniedri-
gung der Enzymmenge von 2,5 auf 0,5 Units führte zu einer gleich bleibenden Transformati-
).  
In der Cotransformation mit ScaI zeigte eine Erhöhung der Enzym- oder der Vektormenge 
eine geringfügigere Erhöhung der Transformationsausbeute als mit PstI. Somit hatten sowohl 
die Enzymmenge, die Menge des Vektors und das Verhältnis beider zueinander einen Ein-
fluss auf die Transformationsausbeute. 
onsausbeute. Eine Erniedrigung der Enzymmenge auf nur 1 Unit zeigte hingegen eine Erhö-
hung der Ausbeute um den Faktor zwei. Eine Erhöhung der PstI-Units pro zwei µg Vektor 
von 5 auf 10 Units resultierte ebenfalls in einem Anstieg der Anzahl an HIS-prototrophen 
Kolonien um den Faktor zwei (Abb. 3.4
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Abbildung 3.4: Mittelwerte aus vier unabhängigen Cotransformationen mit jeweils 10 Paral-
lelen mit PstI (A) bzw. ScaI (B) linearisierter pBSPsHIS3 DNA unter Zugabe der Restriktase 
in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1. 
 
In weiteren Transformationsansätzen wurde untersucht, ob die Erhöhung der Vektormenge in 
einer Transformation ohne Restriktionsenzym ebenfalls zu einer Erhöhung der Transformati-
onsausbeute führt und welchen Einfluss die Restriktionsenzyme EcoRI und ScaI in einer 
Cotransformation haben. Die Transformationsansätze wurden fortlaufend gemischt. Mit stei-
gender Vektormenge stieg auch die Transformationsausbeute um das 2- bis 3-fache, sowohl 
in An- als auch in Abwesenheit der Restriktase EcoRI. Die Ausbeute der Cotransformation 
mit EcoRI lag höher als die Transformationsausbeute mit linearem Vektor allein. Bei einer 
Vektormenge von 0,7 µg pro Transformati
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schied. Die Cotransformation des EcoRI-linearisierten Vektors pNMPsHIS3 mit dem Enzym 
Tr
ein
ScaI zeigte gegenüber der Transformation ohne Restriktase eine geringfügige Erhöhung der 
ansformationsausbeute. Im Vergleich zu der Cotransformation mit EcoRI ergab sich aber 
e geringere Transformationsausbeute.   
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Abbildung 3.5: Mittelwerte aus je 10 Transform
nearisierter pNMPsHIS3 DNA in An- und Abw
ScaI (10 Units) in den Stamm P. stipitis 1665 his
gestellt. Mit 
IS-prototropher Kolonien erreicht wie mit 30 U
 
In der Abb. 3.6 sind die Ergebnisse der Cotrans
und 2,1 µg Vektor pNMPsHIS3 dar
H
und mit zehn ca. 90 % der Anzahl HIS-prototrop
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Abbildung 3.6: Mittelwerte aus je 10 Cotransf
pNMPsHIS3 DNA und unterschiedlichen Konze
den Stamm P. stipitis 1665 his3-1.  
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 0,7 µg  2,1 µg  3,5 µg   2,1 µg
+ EcoRI     + EcoRI     + EcoRI        + ScaI ationen* erfolgt mit 0,7 bis 3,5µg EcoRI li-
esenheit des Restriktionsenzyms EcoRI bzw. 
3-1.  
einem Unit Enzym wurde die gleiche Anzahl 
nits. Mit drei Units Enzym wurden ca. 60 % 
formationen mit variierenden Enzymmengen 
her, die mit 30 Units Enzym erreicht wurden.  
den. 
nit 10 Unit 30 Unit
ormationen* mit 2,1 µg EcoRI linearisierter 
ntrationen des Restriktionsenzyms EcoRI in 
estriktionsenzym müssen die idealen Bedin-
onsausbeute experimentell bestimmt wer
ben einen entscheidenden Einfluss auf die 
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3.1.5  Einfluss flankierender Bereiche des Selektionsmarkers auf die Transfor-
 diese gebunden und schützt sie so vor Degradation. Denselben Zweck 
önnten auch den Selektionsmarker flankierende Bereiche erfüllen. Um einen möglichen Ein-
 mit den Restriktasen ScaI, AatII oder 
mationsausbeute  
Möglicherweise ist das Restriktionsenzym beim Eintritt der zu transformierenden Komponen-
te in die Hefezelle an
k
fluss zu determinieren, wurde der Vektor pNMPsHIS3
XbaI linearisiert. ScaI und AatII erzeugen einen Vektor mit zwei flankierenden Bereichen, 
wobei nur AatII terminale Einzelstrangüberhänge erzeugt. XbaI erzeugt einen linearen Vektor 
mit nur einem den Selektionsmarker flankierenden Bereich und Einzelstrangüberhängen. 
In der Transformation mit dem XbaI-linearisierten Vektor wurde eine höhere Ausbeute er-
reicht als mit ScaI- oder AatII-linearisierten Vektor (Abb. 3.7). Die Anwesenheit jeder der 
drei Restriktase hatte eine Erhöhung der Transformationsausbeute zur Folge. Somit kann der 
Einfluss der Restriktase zumindest nicht nur in einem Schutz vor Degradation bestehen. Eine 
mögliche Schutzwirkung kann aber nicht ausgeschlossen werden.    
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Abbildung 3.7: Mittelwerte aus fünf parallelen Transformationen* mit 1,4 µg DNA des line-
arisierten Vektors pNMPsHIS3 in An- oder Abwesenheit einer Restriktase in den Stamm P. 
stipitis 1665 his3-1.  
 
igten bei P. stipitis hohe Ausbeu-
n. Somit könnten auch Transformationen mit PCR-Amplifikaten erfolgreich sein. Dies wür-
de Klonierungsschritte in E. coli umgehen. Für die PCR wurden zwei unterschiedliche Poly-
lymerase. Das Amplifikat entsprach dem 
              ScaI-lin.        ScaI-lin.       AatII-lin.        AatII-lin.       XbaI-lin.        XbaI-lin.   
                                    + ScaI                                  + AatII                                 + XbaI 
3.1.6  Transformation mit PCR-Amplifikaten  
Die Transformationen mit integrativem linearem Vektor ze
te
merasen verwendet, eine TAQ- und eine PWO-Po
PsHIS3-Fragment im Vektor pNMPsHIS3 und besaß am 5´-Ende die Erkennungssequenz für 
die Restriktase EcoRI und am 3´-Ende die für ClaI. Durch Zugabe dieser Restriktasen konn-
ten Einzelstrangüberhänge erzeugen werden. Es wurden Transformationen nur mit PCR-
Amplifikat, mit PCR-Amplifikaten in Anwesenheit der Restriktase EcoRI und ClaI und mit 
PCR-Amplifikaten und der Restriktase ScaI durchgeführt (Abb. 3.8). In den Transformatio-
nen entstanden bis zu 14000 Transformanten pro µg DNA. Die Transformationsausbeute mit 
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TAQ-PCR-Amplifikaten entsprach ca. 60 % der Ausbeute mit PWO-PCR-Amplifikaten. Die 
Zugabe der Restriktionsenzyme verursachte keine Erhöhung der Transformationsausbeute.   
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smutagenese erhaltenen Transformanten sollten anzei-
en, ob die Mutagenese zufällig erfolgt ist. Mittels replica plating ist es möglich, eine Viel-
en Hefen vor, sollten in die Bio-
s wendeten S  invo
Für den Test wurden folgende Suppline ausgewählt: Adenin, Arginin, Asparagin, Isoleucin, 
Leucin, Lysin, Methionin, Threonin und Tryptophan. Durch replica plating wurden 27150 
Transformanten getestet, die aus den verschiedenen Transformationen zufällig ausgewählt 
wurden. 0,5 % der getesteten Klone zeigten eine oder mehrere Auxotrophien hinsichtlich der 
getesteten Aminosäuren. Die genaue Verteilung der gefundenen Auxotrophien ist in der Ta-
belle 3.6 gegeben. Unter den getesteten Klonen der verschiedenen Transformationsansätzen 
wurden 0,4 bis 0,7 % Auxotrophe gefunden, ohne dass ein Bezug zu der verwendeten Muta-
g de zu erkennen war. Zu den untersuchten Mutagenesen zählte auch die Trans-
f it dem in einer PCR ampli ierten PsHIS3-Gen. Der g ene Prozentsatz ent-
sprich tistisch erwarteten 0,8 %. 
Zusätzlich zeigten 11 Transformanten sehr starke Wachstumsdefekte, so dass eine eindeutige 
Aussage über eine eventuelle Auxotrophie nicht zu treffen war. 14 bzw. 27 % der gefundenen 
Auxotrophen waren Methionin- bzw. Adenin-Auxotrophe während der Anteil der übrigen 
Auxotrophien zwischen 0 und 7 % lagen. In die Biosynthesen der verschiedenen Suppline 
s Genprodukte terschiedlich vieler Gene ickelt. Dies kann die 
rsache für die ungleichmäßige Verteilung sein. Der Anteil der Tryptophan-Auxotrophen 
kann keine Aussage über die Zufälligkeit der Insertionsmutagenese zulassen, da Tryptophan-
 
Abbildung 3.8: Mittelwerte aus sechs parallelen Transformationen mit 1 µg PsHIS3-PCR-
Amplifikat in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1. 
 
3.1.7 Zufälligkeit der Insertionsmutagenese 
Die Zufälligkeit der ausgelösten Mutationen ist eine wichtige Vorraussetzung für die Erzeu-
gung von Mutanten, die zur Entdeckung von Genen oder Regulationsfaktoren dienen sollen.  
Die Auxotrophien der durch Insertion
  ClaI + EcoRI   ClaI + EcoRI     ScaI 
g
zahl von Transformanten hinsichtlich ihrer Auxotrophien zu testen. Die Hefe P. stipitis besitzt 
ca. 5000 Gene. Liegt ein ähnliches Verhältnis wie bei ander
ynthese der ver uppline ca. 0,8 % der Gene lviert sein.  
enesemetho
ormation m fiz efund
t fast den sta
ind bei S. cerevisiae die  un verw
U
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Auxotrophe in Abhängigkeit von der Expression der integrierten Kassette 
Psadh2::ScTRP5::Psadh2 entstehen.  
 
Tabelle 3.4: Anzahl der ermittelten Auxotrophen und ihr prozentueller Anteil an der Gesamt-
zahl der Auxotrophen des Stammes P. stipitis 1665 his3-1.   
Auxotrophie Anzahl der Auxotrophen prozentueller Anteil 
Adenin 38 27,3 
Arginin 4 2,9 
Asparagin - - 
Leucin 5 3,6 
Lysin 9 6,5 
Isoleucin 1 0,7 
Methionin 19 13,7 
Threonin 2 1,4 
Tryptophan 31 22,3 
Adenin + Methionin 11 8,0 
Argenin + Leucin 3 2,2 
Argenin + Isoleucin 2 1,4 
Isoleucin + Methionin   3 2,2 
  
3.1.8 Häufigkeit und Art der Integration in Insertionsmutanten  
 
n Vektors in das Pshis3-Gen, ergäbe sich ebenfalls nur ein Signal mit der 
PsHIS3-spezifischen Sonde, deren Höhe sich von der des Signals des Wildtyp-Stammes P. 
Eine Einschätzung der Ergebnisse der Insertionsmutagenese ist molekularbiologisch mittels 
Southern-Hybridisierung möglich. Mit einer PsHIS3-spezifischen Sonde ist es möglich, eine 
ektopische Integration des Vektors zu verifizieren. Einfach- und Mehrfachintegrationen sind 
mittels Southern-Hybridisierung determinierbar. Ebenso ist feststellbar, ob die Integrationen
als Einfachkopie oder Konkatemer erfolgt sind. Zur Herstellung der Sonde wurden die Primer 
PsHIS3-5´DIG und PsHIS3-3´DIG genutzt und als Template diente die Gesamt-DNA des 
Stammes P. stipitis CBS 5774. Für die Hybridisierung wurde die Gesamt-DNA des Wildtyp-
Stammes P. stipitis CBS 5774, des Transformationsstammes P. stipitis 1665 his3-1 und ver-
schiedener P. stipitis Transformanten isoliert, mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen 
vollständig verdaut und gelelektrophoretisch aufgetrennt.  
Erfolgt die Integration der PsHIS3-Region des Vektors über homologe Rekombination, ergä-
be sich mit der verdauten Gesamt-DNA der Transformante nur ein Signal mit der PsHIS3-
spezifischen Sonde. Dieses Signal befände sich in der gleichen Höhe wie das Signal des 
ildtyp-Stammes P. stipitis CBS 5774 und des Transformationsstammes. Erfolgt die Integra-W
tion des vollständige
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stipitis CBS 5774 und des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 unterscheiden würde. Im Falle ei-
ner ektopischen Integration ergäben sich mit der restringierten Gesamt
mante zwei oder mehr Signale mit der PsHIS3-spezifischen Sonde. Eine
fände sich in der Höhe des Signals, das mit der restringierten Gesamt
stipitis CBS 5774 und P. stipitis 1665 his3-1 erzielt werden würde.  
 
Für die Untersuchung wurden zufällig ausgewählte Transformanten aus Transform
 entstanden in 
von 3,2 kb erhalten (Abb. 3.9, Spur 16, 17). Diese Bande wurde mit der DNA aller ge-
70 % der untersuchten Transformanten aus der Cotransformation mit EcoRI erfolgte eine Ein-
-DNA der Transfor-
s dieser Signale be-
-DNA der Stämme P. 
ationen mit 
dem EcoRI-linearisierten Vektor pNMPsHIS3 eingesetzt. Neun Transformanten
einer Transformation mit nur linearem Vektor, zehn unter Zugabe der Restriktase EcoRI und 
vier unter Zugabe der Restriktase ScaI. Die Gesamt-DNA wurde mit BglII und ClaI restrin-
giert. Beide Restriktasen besitzen keine Erkennungssequenz im Transformationsvektor. 
Mit der restringierten Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis CBS 5774 und P. stipitis 1665 
his3-1 wurde in der Hybridisierung mit der PsHIS3-spezifischen Sonde eine Bande in der 
öhe H
testeten Transformanten erhalten, mit Ausnahme der Transformante 54-4 (Spur 15). In den 
Spuren 12 und 14 ergab sich mit der restringierten Gesamt-DNA nur eine Bande in der Höhe 
von 3,2 kb. Das bedeutet, in 20 von 23 getesteten Transformanten erfolgte die Integration des 
Vektors ektopisch. In der Transformation mit dem linearen Vektor ohne Zugabe einer 
Restriktase hat bei zwei der neun getesteten Transformanten eine Genkonversion stattgefun-
den (Spur 12, 14) und bei einer eine homologe Integration des Vektors (Spur 15).  
 
 1   2    3   4   5   6    7    8  9   10  11 12 13 14 15  16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27       VII      bp      
Abbildung 3.9: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung mit einer PsHIS3-
spezifischen Sonde nach ClaI-/BglII-Verdau der Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis CBS 
5774 (16) und P. stipitis 1665 his3-1 (17) und zufällig ausgewählter P. stipitis Transformanten 
einer Transformation mit dem EcoRI-linearisierten Vektor pNMPsHIS3 unter Zugabe von 
EcoRI (1-11), ohne Restriktase (12-15, 23-27) und unter Zugabe von ScaI (18-22). Es wurde 
ein Digoxigenin-markierter Größenstandard (7, 21) verwendet (Nr. VII, Roche). 
 
Zeigt sich in einer Spur des Autoradiogramm zusätzlich zur Bande des Wildtyp-PsHIS3-Gens 
nur eine weitere Bande ist von einer Einfachintegrationen des Vektors in die Transformante 
auszugehen, zeigen sich mehrere Banden ist von einer Mehrfachintegration auszugehen. Bei 
 
Ergebnisse                    33
fachintegration (Abb. 3.9, Spur 1 – 5, 9 - 10) und bei 30 % eine Mehrfachintegration (Spur 6, 
8, 11). Zählt man homologe Integrationen zu Einfachintegrationen, erfolgten bei 78 % der 
untersuchten Transformanten aus der Tra
13, 24). Bei 75 % der getesteten Transform
Restriktase ScaI und dem mit EcoRI linearisiertem pNMPsHIS3 Vektor entstanden sind, fand 
eine Einfachintegration des Vektors (Spur 18 – 20) und bei 25 % eine Mehrfachintegration 
statt (Spur 22). Das Vorkommen von Mehrfachintegrationen wurde somit durch d
senheit eines Restriktionsenzyms nicht gefördert oder gehemmt. 
m weitere Hinweise auf die Häufigkeit von Mehrfach- oder Einfachintegrationen in Abhän-
 in der MCS des Transformationsvektors (Abb. 3.1). Mit der restringierten Gesamt-
NA der Stämme P. stipitis CBS 5774 und P. stipitis 1665 his3-1 ergab die PsHIS3-
   
-DNA der Stämme P. stipitis CBS 5774 (12) und P. sti-
itis 1665 his3-1 (23) und zufällig ausgewählter P. stipitis Transformanten einer Transforma-
t (Nr. VII, Ro-
s Autoradiogramms nur eine Bande zu erkennen, hat in der Transfor-
ante Genkonversion stattgefunden, zwei Banden deuten auf eine Einfachintegration des 
Vektors hin und mehr als zwei Banden auf eine Mehrfachintegration. Bei 80 % der getesteten 
Transformanten aus der Cotransformation mit XbaI fanden Einfach- (Abb. 3.10, Spur 1 - 4, 6, 
nsformation ohne Zugabe einer Restriktase eine Ein-
 
fachintegration (Spur 12, 14, 15, 23, 25 – 27) und bei 22 % eine Mehrfachintegrationen (Spur 
anten, die bei der Cotransformation mit der 
ie Anwe-
U
gigkeit von der Transformationsmethode zu bekommen, wurden weitere 20 Transformanten 
aus einer Transformation mit XbaI-linearisiertem pNMPsHIS3 Vektor zufällig ausgewählt. 
Zehn dieser Transformanten entstanden bei einer Cotransformation mit XbaI. Die Gesamt-
DNA der Transformanten wurde mit SacI restringiert und für eine Southern-Hybridisierung 
mit der PsHIS3-spezifischen Sonde eingesetzt (Abb. 3.10). SacI besitzt eine Erkennungsse-
quenz
D
spezifische Sonde eine Bande in der Höhe von 7,4 kb (Abb. 3.10, Spur 12 und 23). Eine Ban-
de in dieser Höhe entstand mit der restringierten Gesamt-DNA aller getesteten Transforman-
ten, das bedeutet bei keiner dieser Transformanten hat eine Integration in das Wildtyp-
PsHIS3-Gen stattgefunden.  
  1   2    3    4    5    6   7    8    9  10  11  12     13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23        VII        bp   
 
Abbildung 3.10: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung mit PsHIS3-spezifischer 
Sonde nach SacI-Verdau der Gesamt
p
tion mit XbaI-linearisiertem Vektor pNMPsHIS3 mit (1-11) und ohne Zugabe von XbaI (13-
22). Es wurde ein Digoxigenin-markierter Größenstandard (5, 18) verwende
che). 
 
Ist in den Spuren diese
m
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9 - 11) und bei 20 % Mehrfachintegrationen (Spur 7, 8) statt. Bei 90 % der getesteten Trans-
s erfolgt über die Ermittlung der Se-
 
n 
chwierig sein kann. Dies kann umgangen werden, wenn nach dem Verdau der Gesamt-DNA 
 Folgenden erfolgt die Auffindung der Sequenz des mutierten Gens mittels Plasmidrescue. 
 
rimer wurden pUCrev und pUCuni verwendet. In ca. 60 % der durchgeführten Plasmidres-
formanten aus der Transformation ohne XbaI fanden Einfachintegrationen des Vektors statt 
(Spur 14 - 17, 19 - 22) und bei 10 % Genkonversion (Spur 13).  
Die für den Verdau verwendete Restriktase SacI würde bei einer Integration von Konkateme-
ren ein 4,3 kb großes Vektorfragment herausschneiden. Eine Bande dieser Größe zeigte sich 
mit der Gesamt-DNA einer Transformante aus der Transformation ohne Zugabe von XbaI 
(Abb. 3.10, Spur 21). In Form von Konkatemeren war der Vektor bei P. stipitis somit selten 
integriert. Es könnte sein, dass die Zugabe einer Restriktase während der Transformation die-
se Form der Integration verringerte.  
 
Die Banden, die die Integration des Vektors widerspiegeln hatten unterschiedliche Größen, 
somit kann man von zufälligen Integrationen ausgehen (Abb. 3.9, Abb. 3.10). 
Die Ergebnisse der Southern-Hybridisierungen der Abbildungen 3.9 und 3.10 konnten durch 
Southern-Hybridisierungen mit anderen Restriktasen betätigt werden. Die Ergebnisse sind 
hier nicht dargestellt.  
 
3.1.9 Rescue der mutierten Sequenz 
Ein großer Vorteil der Insertionsmutagenese ist die Möglichkeit, das mutierte Gen eines se-
lektierten Phänotyps direkt bestimmen zu können. Die
quenz an der Insertionsstelle des Vektors. Hierfür stehen zwei Möglichkeiten zur Verfügung, 
Plasmidrescue und PCR. Beim Plasmidrescue wird der integrierte Transformationsvektor mit 
den flankierenden genomischen Bereichen aus der Gesamt-DNA der Mutante geschnitten und 
zirkularisiert. Das Produkt wird als Plasmid in E. coli DH5α amps transformiert und über den 
bakteriellen Selektionsmarker des Transformationsvektors selektiert. Die Plasmide können 
isoliert und zur Sequenzanalyse genutzt werden. 
Bei einer PCR stehen zwei Wege zur Verfügung. Erstens die Inverse PCR, hierfür wird die
Gesamt-DNA der Mutante ebenfalls restringiert und zirkularisiert. Die Produkte werden als 
Template in eine PCR mit zwei Primern gegeben, die Bindungsstellen am 3´ bzw. 5´Ende des 
integrierten Vektors haben. Somit werden die flankierenden genomischen Regionen aus dem 
Zirkularisationsprodukt in einer PCR amplifiziert und können sequenziert werden. Diese ge-
nomischen Regionen können einige tausend Basenpaare lang sein, so dass eine Amplifikatio
s
der Mutante kurze Oligonukleotide an die Fragmente ligiert werden. Die PCR erfolgte dann 
mit einem Primer, der eine Bindungsstelle im Transformationsvektor hat und einem Primer 
dessen Bindungsstelle den anligierten Oligonukleotiden entspricht. Diese Amplifikate sollte 
eine geringere Größe haben als die der Inversen PCR.   
Im
Als Restriktase für den Verdau der Gesamt-DNA der Mutanten wurde EcoRI gewählt. Als
P
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cues wurden E. coli Transformanten erhalten. Aus jeweils zehn der erhaltenen E. coli Trans-
rmanten wurden die Plasmide isoliert und als Template in eine PCR eingesetzt (Abb. 3.11). 
lasmide isoliert aus E. coli Transformanten einer Transformation wurden mit 1a, b, c usw. 
ezeichnet. Sie stammen somit aus der Gesamt-DNA einer P. stipitis Transformante (Nr. 1).  
us der P. stipitis Transformante Nr. 5 konnte mit Hilfe des Plasmidrescue vier verschieden 
roße Amplifikate der mutierten Gene erhalten werden (Abb. 3.11, Spur 1, 2, 3, 5). Die unter-
er Transformante P. 
tipitis 1 (Abb. 3.11, Spur 6 und 7), der Transformante P. stipitis 6 (Spur 8, 17 und 18), 
ht um Artefakte. Zu diesem Zweck wurden 
zwei Sonden hergestellt, eine pUC19-spezifisch e, um die o r -
t tors in t a ten eisen und eine als T1a bezeichnete 
Sonde, die spezifisch für die zusätzliche Sequenz mid T1a ist. Das Plasmid T1a war 
das Ergebnis des Plasmidrescue der Transform ipitis T1. Als Primer wurd  für die 
pUC19-spezifische Sonde pUC1 und pUC2 und 
p
fo
P
b
A
g
schiedliche Größe der Amplifikate könnte daraus resultieren, dass in der P. stipitis Transfor-
mante 5 vier verschiedene Integrationsstellen vorhanden sind. Eine andere Möglichkeit ist, 
dass die Restriktion der Gesamt-DNA der P. stipitis Transformante 5 nicht vollständig war. 
 
Ebenso wurden unterschiedlich große Amplifikate der mutierten Gene d
s
Transformante P. stipitis 7 (Spur 9, 10, 11 und 20), der Transformante P. stipitis 8 (Spur 13, 
14 und 16) und der Transformante P. stipitis 9 (Spur 21 und 22) erhalten. 
 
 1  2   3   4   5  6   7  8   9  10 11 12 13 14 15 16   17 18  19  20  21 22  23 24  25 26           I            bp  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.11: beispielhafte gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate er-
halten mit den im Plasmidrescue gewonnen Plasmiden als Template; Plasmide: 5d (1), 5a (2), 
5e (3), 5n (5), 1f (6), 1g (7), 6a (8), 7a (9), 7b (10), 7c (11), 8a (13), 8b (14), 3a (15), 8g (16), 
6c (17), 6e (18), 7d (20), 9a (21), 9b (22), 10a (23), 14a (26); als Größenstandard diente die 
Hyperladder 1 (Bioline) (4, 12, 19 und 24), als Kontrolle Aqua dest (25). 
 
Zur Klärung, ob es sich um Einfach- oder Mehrfachintegration handelt, müsste eine Sequenz-
analyse der Plasmide durchgeführt werden. Es sollte aber zu diesem Zeitpunkt nur nachge-
wiesen werden, das es sich bei dem zusätzlichen DNA-Stück der Plasmide um Fragmente aus 
der Gesamt-DNA von P. stipitis handelt und nic
e Sond Integrati n des T ansforma
ionsvek den P. s ipitis Tr nsforman  nachzuw
 im Plas
ante P. st en
für die T1a-spezifische Sonde pUCrev und 
UCuni. 
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Die T1a spezifische Sonde (Abb. 3.12A) ergab ein deutliches Signal mit der Gesamt-DNA 
der P. stipitis Transformante T1 und der des Stammes P. stipitis PJH53. Es handelt sich dem-
nach bei der zusätzlichen Sequenz in dem Plasmid T1a um Fragment aus der P. stipitis Ge-
samt-DNA. Die DNA des Vektors pUC19 lieferte kein Hybridisierungssignal mit der T1a-
NA trägt. spezifischen Sonde, weil der Vektoranteil keine Homologie zur P. stipitis Gesamt-D
Die pUC19-spezifische Sonde (Abb. 3.12B) ergab ein deutliches Hybridisierungssignal mit 
der Plasmid-DNA des Vektors pUC19 und mit der Gesamt-DNA zweier P. stipitis Transfor-
manten. Der Vektor pBSPsHIS3 muss somit in das Genom dieser Transformanten integriert 
worden sein. Der nicht mit dem integrativen Vektor PBSPsHIS3 transformierte Stamm P. 
stipitis PJH53 zeigte kein Hybridisierungssignal. 
DNA 100 ng 500 ng 1500 ngB  A                                                                      smarker für die Hefe P. stipitis 
ine wichtige Vorraussetzung für die Insertionsmutagenese. Um weite-
 Transfo  ügung zu haben, wurden Ko n 
p e  e iti -T i-
erstall) durchgeführt. Diese Untersuchungen erfolgten vor der Publikation der Genom-
bank des St es P. stip e.jgi-psf.org/Picst3.hom  
Komplementation wurde je 3,6 µg DNA der YEp-TW-Bank-Plasm -
Stämme 41α ade2 trp5 ilv1 D met14 ura  ade5 his7 et13 
trp5 lys 218 trp U u2-3/112 -52 trp2 transformiert 
(Tab. 3.5). Es wurden Komplem r Gen Sctrp5, Scilv1 , Sctrp1 und Sctrp2 
rreicht.  
rmanten das jeweilige Genbank-Plasmid zu 
des PsTRP2- und des PsADE5-Leserahmens.  
DNA  100 ng 500 ng 1500 ng 
P. stipitis T1    
pUC19*
pUC19*    
PJH 53     
   
*Auftragsmenge 10, 50, 150 ng 
Abbildung 3.12: Hybridisierung mit einer T1a-Spezifischen Sonde (A) und mit einer pUC19-
spezifischen Sonde (B); aufgetragen ist die Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis T1 und P. 
stipitis CBS 5774 PJH53 trp5-10 his3-1, P. stipitis T590 und die DNA des Vektors pUC19*. 
3.1.10 Etablierung zusätzlicher Selektion
P. stipitis T1    
P. stipitis T590    
PJH 53     
Selektionsmarker sind e
elektionsmarker fürre S rmationen zur
Mutanten mit
Verf mplementatio
W-Bank, Wevon auxotro hen S. cerevisia iner P. stip s-Genbank (YEp
Daten amm itis CBS 6054 (genom e.html). Zur
S. cerevisiaeide in die 
-119 -92, A121-3  leu2-3 3 lys1 , 95α m
ADE2-40 5, Rh 1 mal-1 und TL-7A le  ura3
entationen de e , Sclys5
e
Es wurde versucht aus den erhaltenen Transfo
isolieren und in E. coli Dh5α amps zu vermehren. Aus den S. cerevisiae 41α und den S. cere-
visiae 95α Transformanten konnten keine Plasmide isoliert werden. Die erhaltenen Plasmide 
aus den Transformanten der S. cerevisiae-Stämme A121-3D, Rh218 und UTL-71 wurden mit 
den Primern YEp24li und YEp24re zur Sequenzanalyse gegeben. Die Sequenzanalyse der 
Plasmide ergab nach einem Vergleich mit der EMBL-Datenbank die Sequenz des PsTRP1-, 
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Tabelle 3.5: Transformation verschiedener S. cerevisiae Stämme mit je 3,6 µg DNA der P. 
stipitis YEp-TW-Bank 
S.  Prototrophe S.  
mutiertes Gen 
Prototrophe 
KBE cerevisiae 
mutiertes Gen 
KBE cerevisiae
trp5 0  4 0/0 / /0 /1 lys5 0/23/5 / /1 
41α 
ilv1 /1
9
5/2 /1 16/1 /18/0
5α 
trp5 7/5 /6 
his7 0/0  18 trp1 5  0/0/ /0 Rh2 5/1 /
lys1 0/0  A trp2   0/0 / /0 UTL-7 16/7A121-3
e5 /0 /0  
D 
ad  2 / 0 /0    
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en en  i bu benc  d tellt ( .14 n d odo ng s 
RP  w en on ögli n etts v et ab . D on -
g d RP e t h ls d de RP1- in  r glichen 
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Tabe onn tzung TR  
AS zahl zahl AS 
n- AS n- AS 
Tyr TAT 4 Cys TGT 1 Phe 
Phe 
TTT 
TTC
5 
6 
Ser 
Ser 
4 TCT
TCC 
TCA 
TCG 
1 
3 
1 
Tyr 
Ochre 
Amber 
TAC 
TAA 
TAG 
2 
0 
1 
Cys 
Opal 
Trp 
 
7 
9 
Ser 
Ser 
Leu 
Leu 
TTA 
TTG
TGC 
TGA 
TGG 
0 
0 
1 
Leu CTT 7 Pro CCT 3 Arg CGT 1 0 His CAT 
Leu 
Leu 
Leu 
CTC 
CTA 
CTG 
2 
1 
2 
Pro 
Pro 
Pro 
CCC 
CCA 
CCG 
6 
1 
1 
His 
Gln 
Gln 
CAC 
CAA 
CAG 
0 
5 
3 
Arg 
Arg 
Arg 
CGC 
CGA 
CGG 
0 
0 
1 
Ile 
Ile 
Ile 
Met 
ATT 
ATC 
ATA 
ATG 
10 
5 
6 
1 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
ACT
ACC 
ACA 
ACG 
6 
2 
3 
2 
Asn 
Asn 
Lys 
Lys 
AAT 
AAC 
AAA 
AAG
8 
5 
8 
13 
Ser 
Ser 
Arg 
Arg 
AGT 
AGC 
AGA 
AGG 
2 
1 
6 
3 
Val 
Val 
al 
GCT 
GCC 
GCA 
8 
0 
5 
Asp 
Asp 
Glu 
GAT 
GAC 
GAA
GTT 
GTC 
GTA 
8 
2 
9 
Ala 
Ala 
Ala V
Val GTG 4 Ala GCG 2 Glu 
 
14 
2 
13 
Gly 
Gly 
Gly 
GGT 
GGC 
5 
0 
GGA 11 
GAG 7 Gly GGG 2 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
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Funktionelle Elemente in PsTRP1 
Im 5´Bereich des offenen Leserahmens (ORF) des PsTRP1-Gens kommen typische eukaryon-
tische Promotorelemente vor (Abb. 3.13). Putative TATA-Boxen befinden sich von Nukleotid 
-100 bp bis -105 bp und von -114 bp bis -119 bp. Eine mögliche CAAT-Box befindet sich in 
der Region -3 bp bis -7 bp und in der Region -189 bp bis -192 bp.  
Ein wichtiger Transkriptionsfaktor in der Regulation der Gene verschiedener Aminosäuren-
biosynthesewege ist das GCN4-Protein, deren Bindungsstelle das Palindrom 5´ATGA(C/G) 
TCAT3´ ist (Braus et al., 1988; Hinnebusch, 1992). Zwei putative Bindungsstellen finden 
sich im 5´-Bereich des PsTRP1-Gens (-6 bp bis -14 bp; -62 bp bis -69 bp). Dieser Transkrip-
tionsfaktor des Leucin-Zipper-Typs kontrolliert in anderen Hefen wie S. cerevisiae die Ant-
wort auf Aminosäuremangel (Hinnebusch, 1988). Ein Bestandteil der GCN4-
onsensussequenz (TGACTA) ist auch das Erkennungselement für den Säugertranskriptions-K
faktor AP-1 (activator protein-1). Eine Sequenz ähnlich der AP-1 Konsensussequenzen findet 
sich im Stromaufwärts-Bereich des PsTRP1-ORFs (-138 CGACTA -133).  
 
 -192 CAATAAGTTA AACGAGAACT TCAAGAACTT TGGTAAGTTC TTCAGAAAGG ATAACGACTA  
 -132 GCATAGATAG TTTTATATAG CTTTGGTTAT ATATGGTTGT ATATGCAGTA TTCCATCAAA 
   -72 ATCATTAGTC ATAAGATTTA GAGGGTTATA CAAATTTAAT AGCTTTACTT CTATCTTCAA 
   -12 
 
AAGTCATTGG AT(-1) ATGCCCAAAA TTGTAAAGAT ATGTGGAACC AGAACAGTTG  
    41 AAGCTGCTGC TAAAGCTATA GAGTCAGGAA CGGATTTACT CGGGGTAATT CTTGTACCCA 
  101 ATCGGGCACG TACTATTCAA GAACCAGTGG CAGTAGAGAT ATCAGCATTA ATCAAAAAGA 
  161 CCAGAAAGGA AAGGAATAGA CAATTCCAAA AGGTGGCTGA GATCCATAAA TATCTTTCTA 
  221 CAAAGACTTT TGTTGATGTA AATGAATATT TGTTGCATTT ATCGAACATC ATCATTGAAA  
  281 ATGGACCCTT TCTTGTCGGT GTATTCAGGA ATCAGGCGGC AGAAGAAGTG TATGAGACGG 
  341 CTCTCAGGTT AGACTTGGAT TTTATTCAAC TTCATGGAAG TGAAAACAAG TTGGAGTATG 
  401 CTGAATTGAA TAAAGATTCC AAGTTTGGTG TTATACCGAG ATACGTAGTT CCCAAGGATA 
  461 TAGATGTGAT CAAACTGCAG CTTTCTACTT TCAAGAATAG AGCGTACGTT ACAATTCCCC 
  521 TACTTGACTC AGAAGCAGGA GGGGAAGGTA AAGTTAT
 
TGA TTGGGAAGTA GTTAACGATT  
 
  701 TAAGGA TTCA TAAGATT
 3.13: Nukleotidsequenz des PsT klusive der 5 cht-translatierten 
utative Promotorelemente sind ben; mögliche cis-regulatorischen 
ind unterstriche er Translatio  die folgenden B n sind kursiv ge-
 
Ähnlichkeiten der abgeleiteten Aminosäuresequenz des PsTRP1-Gens mit denen der 
TRP1-Gene weiterer Hefen 
b. 
D en 
ch-
im 
itis 
  581 TGGATTTTGG AAAGTTCATA CTTGCTGGAG GTTTGACTCC CGAAAACTTG AGTTCTACTT 
  641 CTAGAATTCA GAACTTATTA GGATTCGATG TCAGCGGAGG TGTAGAGGAT CTGAATGGAG 
A TTT GCAAAAAGTT GAGGAT T GG AAAGACTTTA TAG 
Abbildung RP1-Gens in ´-ni
Regionen; p fett geschrie
Sequenzen s n. D nsstart und ase
druckt. 
Die Trp1p-Aminosäurensequenzen weiterer Hefen werden mit P. stipitis verglichen (Ab
3.14). Die Proteinlänge variiert zwischen 204 Aminosäuren bei C. glabrata und 256 Amino-
säuren bei hansenii. Auf Proteinebene ist ein geringer Grad der Konservierung zwisch. 
PsTRP1 und homologen Strukturgenen ascomycetaler Hefen feststellbar. Die Proteinähnli
keiten beziehen sich auf identische Aminosäuren (Tab. 3.7). Die geringste Ähnlichkeit zu 
PsTRP1 besteht mit 36 % bei S. pombe, die größte mit 55 % bei D. hansenii. Dies steht 
Einklang mit ermittelten Stammbäumen, die eine nahe Verwandtschaft zwischen P. stip
und D. hansenii aufweisen (Kurtzman und Robnett, 1998). 
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Tabelle 3.7: Ähnlichkeiten der Aminosäuresequenzen von PsTRP1 mit denen weiterer Hefen 
 AminosäurensequenzAminosäurensequenz [%]   [%]
P. stipitis 100 S. cerevisiae 42 
D. hansenii 55 C. glabrata 45 
C. albicans 49 S. pombe 36 
K. lactis 47   
 
 
 
40 
PsTrp1 M P K I V K I C G T R T V E A A A K A I E S G T D L L G V I L V P N R A R T I Q   
DhTrp1 M S K L V K V C G I R T E E A A N C A I E S G V D L L G V I L V P N R K R T I D   
CaTrp1   K V V K I C G I K T V E A A S V A I D N G A N L L G C I L V P N R A R T I D 
CgTrp1   K L V K V C G I Q T V E A A E T A L Q A G A D L I G I I C V P N R K R T I E  
ScTrp1     L V K V C G L Q S T E A A E C A L D S D A D L L G I I C V P N R R T  I D P  
KlTrp1     L V K V C G L Q T V E A A K T A V D D G A D Y L G I I C V P G R R T  I D S 
SpTrp1    L V K V C G T R S L L A A K T I V E S G G D L I G L I F V E K S R K V D L   
80 
PsTrp1 E P V A V E I S A L I K K T R K E R N R Q F Q K V A E I  H K  L S T K T F V D V N 
DhTrp1 H N V A K N I S L L A S D K R K I K D T Q F K T V N S I L K H L E G Q S F L N S 
CaTrp1 L E V A K Q I A R M V K R D R N P P P  K - - - - - - - F A G G T S T Q H F E Q V 
CgTrp1 S A V A R E I S K L I - - - - - - - -  - - - - - - - - - H  K  S G T T K - - - - - 
ScTrp1  K V I A R K I S S L V K A Y K N S S G T P - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - 
KlTrp1  K S V A K G I S T A V - - - - - - - - - - - - - - - - - H Q Q E N V K - - - - - 
SpTrp1 K S V A K E I S H F V H T T N R - - -  - - - - - - - - - -  K  H I S P K K A V T G 
120 
PsTrp1 Y E Y L L H - L S N I I I E N G P F L V G V F R N Q A A E E V Y E T A L R L D L 
DhTrp1 D Q Y F I A - F K Q L I I D N G P F L V G V F R N Q D I S D V F K I A G E L S L  
CaTrp1 A Q W - - - - - - - - I I E N G P F L V G V F R N Q P K E E V F R I A R E V G L  
CgTrp1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - L V G V F R N Q S V E D V H R L S E E Y D L   
ScTrp1  - - - - - - - - - - - - - - - - K Y L V G V F R N Q P K E D V L A L V N D Y G I   
KlTrp1  - - - - - - - - - - - - - - - G T K L V G V F R N Q S V D D V L Q L Y H E Y N L   
SpTrp1 Q S W F D H Q Y E N L A S S P H P L L V G V F Q N  Q P L E Y I  R S I I A E V N L 
160 
PsTrp1 D F I Q L H G S E N K L E Y A E L N - - - K D S K F G V I P R Y V V P K D I  D V  
DhTrp1 D F I Q L H G N E D K E E F C E Y N S L  K E S C T Y G I I P R F V I P R D I  A V  
CaTrp1 D F I Q L H G S E D K L E F L - - - - - - - G T E F G L I P R Y V V P D E L D L    
CgTrp1 D I I Q L H G D E S W P E Y Y N V I - - - K K P - - - I I K R V I F P R D V D V   
ScTrp1  D I V Q L H G D E S W Q E Y Q E F - - -  - - - L G L P V I K R L V F P K  D C N I   
KlTrp1  D V I Q L H G D E D I K E Y R S L I P - - - - S S I P I I K R F Q F P Q  D C E L    
SpTrp1 D I V Q L H G Q E - P F E W I H M - - - - - - - - - - - L D R P V - - - - I  K V    
200 
PsTrp1 I  - K L Q L S T F K N R A Y V - - - - T I P L L D S - - - - E A G G E G K V I D 
DhTrp1 M D K L F T E T I R D N V H V G S G L A L P L L D S - - - - E L G G E G K I I D 
CaTrp1 L  - E E Q - - S L S L T Q C V - - - - S L P L L D S - - - - E V G S E G K L L D 
CgTrp1 V  - - - - T Q V C Q R K P L V  - - - - C L P L F D S - - - - E A G G T G E K L D 
ScTrp1  L  - - - - L S A A S Q K P H S  - - - - F I P L F D S - - - - E A G G T G E L L D 
KlTrp1  L  - -  - - L D L Y E H V D N V - - - - - L T L F D S - - - - G E G G T G E K L N 
SpTrp1 F - P L N S S E I S R P N Y H - - - - I V P L I D A Y V G G E S G G L G K K V D 
240 
PsTrp1 W E V V N D L D - - F G K - - - - - - - - F I L A G G L T P E N L S - S T S R I 
DhTrp1 WK A V D D L K - -  K G K - - - - - - - - F I L A G G L N P S N V R - S A F V I 
CaTrp1 W T F I E K L P - - - T K - - - - - - - - A I L A G G L T P E N L P - T - - - F 
CgTrp1 WS S I S S W A - -  S E Q N N V F - - - - Y I L A G G L T A E N V M - E A V G L 
ScTrp1   WN S I S D W - - -  V G R Q E S P E R L H F M L A G G L T P E N V G - D A L R L 
KlTrp1  WS A I S S W S - -  A S H P E I K - - - - F I I A G G L N P D N V S V A I N M L 
SpTrp1 WE A A S F I P - -  V - S - - - - - - - - Y V L A G G L T P K N V Q - D A I S V 
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274 
PsTrp1 Q N L L G F  D V S G G V E D L N G D K D L Q K V E D F I K I G K T L   
DhTrp1 N N V I G F D V S G G V E D G D G N K D L T K I E S F I K A V K     
CaTrp1 D N I L G Y D V S G G V E - T S G A K D S L K I I Q F I Q Q A H S L   
CgTrp1 P G V I G V D V S G G V E - T D G V K D N D K I I K Y V Q N A K 
ScTrp1  N G V I G V D V S G G V E - T N G V K D S N K I A N F V K N A K     
KlTrp1  P N A I  V S G G V E - T  K D L E K V K L F I   G V D D G I Q      
SpTrp1 A   Q D  K  K  
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Tabe  3.8: C
odon 
onn zung s PsTR
odon 
-Ge  
AS ahl AS 
n- AS odon n- AS odon n-
Phe TTT 
Phe TTC
Leu 
Leu 
 
TTA 
TTG
7 Ser 
14 Ser 
3 Ser 
28 Ser 
TCT
TCC 3 
7 
Tyr 
Tyr 
Ochre 
TAT 
TAC 
TAA 
7 
14 
0 
Cys 
Cys 
Opal 
TGT 
TGC 
TGA 
3 
2 
0 
6 
TCA 
TCG 5 Amber TAG 1 Trp TGG 2 
Leu 
Leu 
Leu 
CTT 
CTC 
CTA 
3 
5 
Pro 
Pro 
CCT 
CCC 
4 
6 
Arg 
Arg 
CGT 
CGC 
4 
1 
9 
6 
His 
His 
CAT 
CAC 
CAA 7 Arg CGA 0 0 Pro CCA 6 Gln 
CAG 11 Arg CGG 0 Leu CTG 0 Pro CCG 1 Gln 
Ile 
Ile 
Ile 
Met 
ATT 
ATC 
ATA 
ATG 
8 
20 
2 
10 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
ACT
ACC 
ACA 
ACG 
5 
11 
6 
1 
Asn 
Asn 
Lys 
Lys 
AAT 
AAC 
AAA 
AAG
8 
17 
9 
25 
Ser 
Ser 
Arg 
Arg 
AGT 
AGC 
AGA 
AGG 
5 
2 
19 
1 
Val 17 Asp GAT 10 Ala GCT 10 Gly 
21 Gly 
GGT 
GGC 
15 
7 
GTT 
GCC 15 Asp GAC GTC 8 
 
 
Ala Val 
GTA 10 Ala GCA 2 Glu GAA 26 Gly GGA 7 Val 
GTG 13 Ala GCG 2 Glu GAG 8 Gly GGG 3 Val 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
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Funktionelle Elemente in PsTRP2 
Im 5´Bereich des offenen Leserahmens des Gens PsTRP2 kommen typische eukaryontische 
Promotorelemente vor. Eine putative TATA-Box befindet sich im Stromaufwärts-Bereich von 
Nuk A d  leotid -103 bp bis -107 bp. Eine mögliche CA T-Box befin et sich in der Region -285 bp
bis -288 bp.  
Eine putative Bindungsstelle für das GCN4-Protein (siehe 3.1.10.1) findet sich auch im 
5´Bereich des PsTRP2-Gens (-278 bp TTGACTCAT -270 bp). Diese Seque z zeigt nur inn  
einem Nukleotid eine Abweichung von der GCN4-Konsensussequenz im ScTRP2-Gen 
(CTGACTCAT). Ebenso wie im Stromaufwärts-Bereich des PsTRP1-ORFs (3.1.10.1) finden 
sich auch im Stromaufwärts-Bereich des PsTRP2-ORFs putative Konsensussequenzen des 
Säugertranskriptionsfaktors AP-1 (-272 bp bis -277 bp; -122 bp bis -127 bp).  
 
 -288 CAATTTTTCA TTGACTCATA TAAAATTCAC TACTGTCTGA ATATTGAAAA ATGCGAGACA 
 -228 GACAAATAAA TTATTGAAAT TCTTCGCCAG GTATAAGATA TTCTAACGAA GTCTTTGTAA 
 -168 ATATCAACAT GGTGGTAAGT CTATTTGAGG AAGTGGGAGA ATGACCAGCT GTACCATTGC 
 -108 GTATAACAGA AGAAAAAGTA CTAACTTTTC CAGGCGCAAA TCCAGCCTTC GTTCGAGGCT 
   -48 TTAAAGGCCA TCGTAGACTC TCATCAGGAG TTGGAGACAC AGCACAAT (-1) ATGTATCCCA 
    11 TCTACCAGTA TGTAAACAAC AACGACTTGT CTGTTCACCA GGCTTACTTG AAGTTGGCCA 
    71 AGTTGAACGA CAAGGGTCGC TCACCTTCTT TCCTCTTTGA GTCGGCTGTT AAGGGTGACA 
  131 CTGTAGACAG ATATAGTTTC ATCGGAGTCA ACCCCAAGAA GGTCATCAAG ACAGGAGACG 
  191 ATG
  251 AAA
AATCCAA GTATGCTGAA TCATTTTGCA ATGTTGACCC TATCACAGTG TTGGAGAAGG 
TGAAAAA CTACAACCAG GCACAATTGC CCGGTTTACC TAAATTCAGT GGTGGTGCTA 
311 CTGGGTACAT CTCGTATGAT TGTATCAAGT ACTTTGAACC TAAGACCAGA AGACCATTGA 
AA GCCGAAAAGG AAATACAAGA CGTAGAAAGG TTGTTGTCAT 
TC AATCCACAAC AGCCTCCCAT CAAGCTTGGC CAGACATTCA 
GAAA 
211 AGGAAAAAAG AGGTGTATAC GCTGGTGCTG TAGGCCACTG GGGCTACGAC GGTAAGACCA 
271 TGGACACCTG TATTGCCTTG AGAACCATGG TGTACAAAGA CGGCGTGGCG TACTTGCAAG 
1451 G ATCCAAA
 3.15: Nukleotidsequenz des PsT klusive der 5 cht-translatierten 
ögliche Promotorelemente sind fett geschrieben; putative cis-regulatorischen 
ind unterstriche er Translatio ie folgenden B n sind kursiv ge-
hnlichkeiten der abgeleiteten Aminosäuresequenz des PsTRP2-Gens mit denen der 
RP2-Gene weiterer Hefen 
. 
-
n 
u -
  
  371 AAGACGTATT GGGTTTTCCT GAAGCAGTTC TCATGCTTTG TGACTTAGTC GTGGCCTTTG 
  431 ACCACGTTTT CCAAAGATTC CAGATCATCA ACAATGTCAG AGTAGGCGAA GGTGAAGATC 
  491 TTGCTACCAA CTTCGCCA
  551 CAGAGTTTTC AAGCGACC
  611 CGTCGAATAT CGGGAAGGAA GGCTACGAAG CCCATGTGTC TAATTTGAAG AAGCACATCT 
  671 TGTTGGGAGA CATTATCCAG GCCGTGCCCT CGCAGAGAGT CGCCAGACCT ACATCCTTGC 
  731 ATCCGTTCAA CATATACCGT CAGTTGAGAT CAGTTAATCC ATCTCCATAC TTGTTCTACG 
  791 TTGATTTGGT GGATTTCCAG ATCATTGGAG CTTCTCCAGA ATTGTTAGTA CAAGCTGATG 
  851 CTAAGGGAAG AGTCGTTACA CACCCCATTG CCGGGACTAT TGCCAGAGGT AAAACCAACG 
  911 AAGAAGATGA AGCTAATGCT GAAATCTTGA GATCGAGTTT GAAGGATAGA GCCGAACACA 
  971 TCATGTTGGT GGACTTGGCC CGTAACGACA TTAATAGAGT TTGCCAGCCT ACCACCAACA 
1031 AAGTGGACCG TTTGCTCACC ATCGAGAGAT TCTCACATGT GATGCATTTG GTATCTGAAG 
1091 TCAGCGGAAC TTTGAGAGAA GACAAGACCC GTTTTGATGC GTTCAGATCC ATCTTCCCAG 
1151 CTGGTACTGT TAGTGGCGCT CCTAAGGTGA GAGCTATGGA GCTCATTGCC GAGTTG
1
1
1331 CCGGTGGAGG TATTGTATTC GACAGTGACG AATATGATGA GTATATCGAA ACAATGAACA 
1391 AGATGAAGGC CAACAACAAC ACCATCGTGG TGGCTGAAGA GTACTGGGCT GAAAAGGTCG 
T A ATAG   
Abbildung RP2-Gens in ´-ni
Regionen; m
Sequenzen s n. D nsstart und d ase
druckt. 
 
Ä
T
Die Trp2p-Aminosäurensequenzen weiterer Hefen werden mit P. stipitis verglichen (Abb
3.16). Die Proteinlänge variiert zwischen 478 Aminosäuren bei S. pombe und 513 Aminosäu
ren bei C. glabrata. Auf Proteinebene ist ein höherer Grad der Konservierung zwische
PsTRP2 nd homologen Strukturgenen ascomycetaler Hefen feststellbar als beim PsTRP1
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Gen. Die geringste Ähnlichkeit zu PsTRP2 besteht mit 58 % bei S. pombe, die größte mit 80 
% bei D. hansenii (Tab. 3.9, berücksichtigt wurden nur die identischen Aminosäuren). 
 
Tabelle 3.9: Ähnlichkeiten der Aminosäuresequenzen von PsTRP2 mit denen weiterer Hefen  
 Aminosäurensequenz [%]  Aminosäurensequenz [%]
P. stipitis 100 S. cerevisiae 69  
D. hansenii 80 C. glabrata 69 
C. albicans 77 S. pombe 58 
K. lacti  67   s
 
 
 
40 
PsTrp2  L F Q A Q I Q P S F E A L K A I V D S H Q E L E T Q H - - N M Y P I Y Q Y V N N  
DhTrp2     S K I Q P S L E A L T S I V Q S H Q D D E N K P - - N L Y P I Y K Y V T A  
CaTrp2       V Q P T I E T L K K T I D A N S S L K E S P - - N V Y P V Y K Y V P Y 
KlTrp2        I Q P S I E V I K E C I A A N D D - - - S I - - N M Y P V Y H F M P A  
ScTrp2       K I Q P D I D S L K Q L - - Q Q Q N D D S S I - - N M Y P V Y A  Y L P S 
CgTrp2      Q I Q P D L P T L K G L Y E Q N N A L D E G I - - N M Y P V Y A  F L P A  
SpTrp2                      Q E L A E K H K A N K I P I Y G V I  P A   
 80 
PsTrp2  N D L S V H Q A Y L K L A K L N D K G R S P S F L F E  S A V K G D T V D R Y S F   
DhTrp2  D D L T V H K A Y L K L A K L N D P K R S P S F L F E  S A V N G D T V D R Y S F  
CaTrp2  N D I T I H Q A Y L K L A N L N D S N R T E S F L F E  S  S V K G D T V D R Y S F  
KlTrp2   M D L T P H V A Y L K M S E L N N K E R S P S F L F E  S A - N G N Q L S R Y S F  
ScTrp2   L D L T P H V A Y L K L A Q L N N P D R K E S F L L E  S A K T N N E L D R Y S F 
CgTrp2  L D L T P H V A Y L K L A Q L N N K D R T E S F L L E  S A K T T D E L D R Y S F  
SpTrp2  D M L T P S V A Y L K L - - - - N Q G K K Y S F I L E  S T Q G E S V S R Y S F 
 12
 V  
0 
PsTrp2  I G V N P K K V I K T G D D E  S K Y A E S F C N V D P I T V L E K E M K N Y N Q 
DhTrp2  I G L N P R K V I R T G E D E R L F P K E H C  N V D P I T I L E K E L A K Y N Q 
CaTrp2  I G I Q P T K I I K T G D D P K Q F A D E F C  N V D P I T V L E K E L S K Y K Q 
KlTrp2   F G H S P R K I I K T G P T E G Q A C - - - - - - D P L N I L Q D E L A Q Y R L  
ScTrp2   I G I S P R K T I K T G P T E G - - - - - - I  E T D P L E I L E K E M S T F K V  
CgTrp2  I G V S P R K I I K T G P T E G - - - - - -  I  E T D P L D V L E E E M S Q F K L  
SpTrp2  I G - S P Y R I L M A N G - -  - - - - - - - -  K T D P L A R L E R E L K E V K T 
 160 
PsTrp2  A - Q L P G L P K F S G G A T G Y I S  Y D C I K Y F E P K T R R P L K D V L G F  
DhTrp2  I - Q L P G L P K F S G G A V G Y I  S  Y D C I K Y F E P K T R K P L E D V L Q L  
CaTrp2  A - P L P G L P K F N G G A T G Y I  S  Y D C I K Y F E P K T K R P M K D V L G L  
KlTrp2   A E N V P G L P K L S G G A I G Y V S Y D C V Q Y F E P K T K R P L K D V L Q V  
ScTrp2   A E N V P G L P K L S G G A I G Y I  S Y D C V R Y F E P K T R R P L K D V L R L  
CgTrp2  A T N V P G L P K L S G G A I G Y I  S Y D C I R Y F E P K T K R D L K D V L Q L  
SpTrp2  A - P V E G L P S F S G G A V G Y V S Y D C I K Y F E P T T E M P L E D T L G L  
 200 
PsTrp2  P E A V L M L C D L V V A F D H V F Q R F Q I I N N V R V G E G - - - - - E D L  
DhTrp2  P E A V L M L C D L I V A F D R V Y D R F Q I I N N V A V T D S - - - - - N D L 
CaTrp2  P E A V L M F C D L V V A F D H V Y Q R F Q I I Y N I K I D D N R D K I N E D I 
KlTrp2   P E S A L M L Y D T I V A F D H V F Q R F Q I I T N I N V K T V - - - - - S S L 
ScTrp2   P E A Y L M L C D T I I  A F D N V F Q R F Q I I H N I N T N E - - - - - - T S L 
CgTrp2  P E A Y L M M C D T I I A F D H V F Q R F Q I M H N I N T K K - - - - - - Q S L 
SpTrp2  P E A M F F M T D D L V A F D H A Y Q T V K I I S H - - V C I - Q Q - - G R P I 
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 240 
PsTrp2  A T N F A K A E K E I Q D V E R - L L S S E F S - S D L N P Q Q P P I K L G Q T 
DhTrp2  Q A S F N K A A E A I D N V E K - I L R S E S T P E E I N P K Q P P I K A N Q T 
CaTrp2  E S L Y K Q A T E N I E K V E K V L L R N T S S - E E I A P K Q G P I K L G Q N 
KlTrp2   E Q G Y E D A S E I I K R I I A - I L K D E S S - P I P L P E Q P S I K L N Q T 
ScTrp2   E E G Y Q A A A Q I I T D I  V S - K L T D D S S - P I P Y P E Q P P I K L N Q T 
CgTrp2  E E G Y S H A V E I I N D I I K - R M T D D S K - P I P Y P E Q P P I K M D R S  
SpTrp2  E E A Y E A A V F K I N M L  K K - K L E S P E I - P - - L P E Q K K V H L G Y E 
 280 
PsTrp2  F T S N  I  G K E G Y E A H V S N L K K H I L L G D I I Q A V P S Q R V A R P T  S   
DhTrp2  F T  S N  I  G Q E G Y E G H V S T L K K H I L K G D I I Q A V P S Q R V A R  P T S  
CaTrp2  F T  S N  I G Q E G Y E K H V T T L K E H I L K G D I I Q A V P S Q R I A R  P T S 
KlTrp2   F T  S N I G Q E G Y E Q H V R D L K E H I K K G D I I Q C V P S Q R V A R  P T S 
ScTrp2   F E S N V G K E G Y E N H V S T L K K H I K K G D I I Q G V P S Q R V A R  P  T S 
CgTrp2  F Q S N I G Q E G Y E N H V G N L I E H I K K G D I I Q A V P S Q R V A R  P  T D 
SpTrp2  A K S N  V G E D G Y K A F V S N L K E H I F N G D I F Q A V P S Q R I A R  R T D 
 320 
PsTrp2  L H P F N I Y R Q L R S V N P S P Y L F Y  V D L V D F Q I I G A S P E L L V Q A 
DhTrp2  L H P F N I Y R H L R T V N P S P Y L F Y I D L I D F E I I G A S P E L L V K A 
CaTrp2  L H P F N I Y R H L R T V N P S P Y L F Y I D L L D F Q I I G A S P E L L V Q S 
KlTrp2   L H P F N I Y K H L R T V N P S P Y L F Y I D Y L D F Q I I G A S P E L L C Q V 
ScTrp2   L H P F N I Y R H L R T V N P S P Y L F Y I D C L D F Q I I G A S P E L L C K S 
CgTrp2  L H P F N I Y R H L R T V N P S P Y L F Y I D C L D F Q I I G A S P E L L C K S 
SpTrp2  L H P F N L Y R H L R T V N P S P Y M F Y I H C D D F D I I G A S P E L L V K S 
360 
PsTrp2  D A K G R V V T H P I A G T I A R G K T N E E D E A N A E I  L R S S L K D R A E 
DhTrp2  D E K G K V V T H P I A G T V K R G K T N E E D E A N A E I  L R S S L K D R A E 
CaTrp2  D T K G R I V T H P I A G T M P R G K T N E E D E E N A E I  L R A S L K D R A E 
KlTrp2   D A K N E V I T H P I A G T V R R G Q T P E E D D R L A E E L R N S T K D R A E  
ScTrp2   D S K N R V I T H P I A G T V K R G A T T E E D D A L A D Q L R G S L K D R A E 
CgTrp2  D S K N K V I T H P I A G T I K R G A T T E E D D E L G N Q L R N S L K D R A E  
SpTrp2  E - H G R I I N H P I A G T V P R G K T K E E D E A Y A K D L L A S V K D R A E 
400 
PsTrp2  H I M L V D L A R N D I N R V C Q P T T N K V D R L L T I E R F S H V M H L V S 
DhTrp2  H I M L V D L A R N D I N R I C T P E S N K V D R L L T I E R F S H V M H L V S 
CaTrp2  H I M L V D L A R N D V N R V C Q P T T N K V D K L L T I Q R F S H V M H L V S 
KlTrp2   H V M L V D L A R N D V N R V C D P T T T S V D E L L S V Q K F S H V Q H L V S 
ScTrp2   H V M L V D L A R N D I N R I C D P L T T S V D K L L T I Q K F S H V Q H L V S 
CgTrp2  H V M L V D L A R N D I N R V C D P K T T N V D K L L T I Q K F S H V Q H L V S 
SpTrp2  H V M L V D L A R N D V S R V C D L D T T S  V D K L M T I E K F S H V Q H L V
 
 S 
440
PsTrp2  E V S G T L R E D K T R F D A F R S I F P A G T V S G A P K V R A M E L I A E L 
DhTrp2  E V S G T L R S D K T R F D A F R  S  I F P A G T V S G A P K V K A M E L I G T L 
CaTrp2  E V S G T L R E D Q T R F D A F R  S  I F P A G T V S G A P K V K A M E L I A E L 
KlTrp2   Q V S G T L R K D Q N R F D A L R  S  I F P A G T V S G A P K V K A M E L I G E L 
ScTrp2   Q V S G V L R P E K T R F D A F R  S  I F P A G T V S G A P K V R A M E L I A E L 
CgTrp2  Q V S G T L R P D K T R F D A F R  S  I F P A G T V S G A P K V K A M E L I S E L 
SpTrp2  Q V S G V L R  P D K T R F D A F R  S I F P A G T V S G S P K V R A I Q L V Y G L 
480 
PsTrp2  E K E K R G V Y A G A V G H W G Y D G K T M D T C I A L R T M V Y K D G V A Y L 
DhTrp2  E K E K R G V Y A G A V G H W G Y D G K T M D T C I A L R T M V Y K N G I A Y L 
CaTrp2  E K E K R G V Y A G A V G H W G Y D G K T M D T C I A L R T M V Y K D G V A Y L 
KlTrp2   E G E K R G V Y A G A V G H W S Y D G K S M D T C I A L R T M V Y K D G I A Y L 
ScTrp2   E G E R R G V Y A G A V G H W S Y D G K T M D N C I A L R T M V Y K D G I A Y L 
CgTrp2  E G E R R G V Y A G A V G N W S Y D G K T M D T C I A L R T M V Y K N G T A Y L 
SpTrp2  E K E K R G I Y A G A V G R W G Y E  D D N M D T C I A I R T M V Y K D G T V Y L 
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520 
PsTrp2  Q A G G G I V F D S D E Y D E Y I E T M N K M K A N N N T I V V A E E Y WA E K  
DhTrp2  Q A G G G I V F D S D E Y D E Y V E T M N K M K A N N Q T I I D A E K V W I E K 
CaTrp2  Q A G G G I V F D S D E Y D E Y I E T M N K M K A N N N T I V E A E K I WA N K 
KlTrp2   Q A G G G I I F D S D P Y D E Y V E T M N K M K A N H N T I L Q A E Q I WA E K 
ScTrp2   Q A G G G I V Y D S D E Y D E Y V E T M N K M M A N H S T I V Q A E E L WA D I   
CgTrp2  Q A G G G I V F D S D K Y D E Y I E T M N K M M A N H N T I V Q A E K I WA E K 
SpTrp2  Q A G G G I V F D S D E Q D E Y V E T L N K L R S N V T A I E E T E K L Y A E E     
          524 
PsTrp2  V G I Q 
DhTrp2  V G 
CaTrp2  V G 
KlTrp2   V G  T Q   
ScTrp2   V G 
CgTrp2  V G   
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Tabe  3.10:
odon 
don tzun es PsA
odon 
5-G ns 
AS ahl AS 
n-
ahl AS odon 
n-
ahl AS odon 
n-
ahl
Phe 8 Ser TCT 8 
12 
Cys 
Cys 
TGT 
TGC Phe 
Leu 
Leu 
TTT 
TTC 
TTA 
TTG
20 Ser 
12 
45 
Ser 
Ser 
TCC 15 
12 Tyr 
Tyr 
TAT 
TAC 
3 
1 
TCA 
TCG 
2 
6 
Ochre 
Amber 
TAA 
TAG 
1 
0 
Opal 
Trp 
TGA 
TGG 
0 
4 
Leu 
L
14 
2 
18 
His 
His 
Gln 
CAT 
CAC 
CAA 
4 
10 
10 
Arg 
Arg 
Arg 
CGT 
CGC 
CGA 
3 
1 
0 
CTT 2 Pro CCT 
eu 
Leu 
CTC 
CTA 
1 
0 
Pro 
Pro 
CCC 
CCA 
CCG 0 Gln Leu CTG 0 Pro CAG 7 Arg CGG 0 
Ile 
Ile 
Ile 
ATT 
ATC 
ATA 
30 
28 
Thr 
Thr 
ACT
ACC 
29 
13 
Asn 
Asn 
AAT 13 
24 
Ser 
Ser 
AGT 
AGC 
3 
0 AAC 
11 Arg AGA 13 ACA 7 Lys AAA 2 Thr 
AAG AGG 2 ATG 18 Thr ACG 4 Lys Met 49 Arg 
Val 
Val 
Val 
Val 
GTT 
GTC 
GTA 
GTG 
31 
18 
12 
13 
Ala 
Ala 
Ala 
Ala 
GCT 
GCC 
GCA 
GCG 
40 
23 
5 
0 
Asp 
Asp 
Glu 
Glu 
GAT 
GAC 
GAA 
GAG 
20 
33 
40 
9 
Gly 
Gly 
Gly 
Gly 
GGT 
GGC 
GGA 
GGG 
52 
18 
12 
3 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
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Für das PsADE5-Gen wurde ein CBI von 0,560 und für das ScADE5-Gen einer von 0,328 
berechnet (Bennetzen und Hall, 1982b).   
 
Funktionelle Elemente in PsADE5 
Im 5´Bereich des offenen Leserahmens des Gens PsADE5  kommen typische eukaryontische 
Promotorelemente  vor.  Eine  putative  TATA-Box  befindet  sich  von  Nukleotid  -165  bp  
is -170 bp. Mögliche CAAT-Boxen befinden sich in der Region -22 bp bis -26 bp und -227 b
bp bis - 231 bp.  
Für die ScADE5-Promotorfunktion sind die Transkriptionsaktivatoren BAS1 und BAS2 und 
der Bindefaktor ABF1 (ARS binding factor 1) von essentieller Bedeutung (Rolfes et al., 
1997). Putative Bin ungsstellen fü r BAS1 (TGACTC) sind auch d r den Transkriptionsaktivato
im 5´Bereich des PsADE5-Gens zu finden (-13 bp bis -18 bp; -124 bp bis – 1 9 bp; -176 bp2  
bis -181 bp). Die Bindungsstelle des Transkriptionsaktivators BAS2 besteht aus einer AT-
reichen Region, eine spezifische Sequenz konnte noch nicht identifiziert werden (Daignan-
Fornier und Fink, 1992). Diese Bindestelle befindet sich im 3´Bereich der BAS1-
Bindungsstelle. Mögliche BAS2-Bindungsstellen können auch im 5´Bereich des PsADE5-
Gens gefunden werden (z. B. in der Region -163 bp bis -170 bp). Der ABF1-Bindefaktor be-
sitzt die putative Konsensussequenz CGTNNNN(A/G)(A/G)(C/T)GA(C/T) (Dorsman und 
Heeswijk, 1990). Eine derartige Konsensussequenz wird im 5´Bereich des PsADE5-Gens 
nicht gefunden.  
 
 -231 CCAATATTAC ACAAAACCAG GTCAGCTCAT CGATTGATAA AAATTGACCG GAGTCAGAAA  
 -171 CAAATATTTC ACCGCGACAA CCAACTGCCA TGCTTATTTG AAGAGTCAGA TCTCCAGCTT  
 -111 TTTTTTCATT CTCTTTTTGA AGTAGAACTT CTTCTAGTTT TCACTACTTG TTTAGAAACA  
   -51 ACTCACGTTC TTCTCAGAAA CGTCCCCAAT TAGTGACTTC CCACTTCTAC A (-1) 
      1 ATGTCCAAGC AATTAAACAT TCTTGTTATT GGAAACGGTG GAAGAGAACA  TGCCATTGTC 
    61 TGGAGATTGG CCCAGTCTGC CTCCGTCAAC AAGATCTATG TTGCTCCAGG  TAACGGTGGT 
  121 ACGGCTACAG ACTCGGATAA GATTGTGAAT GTACCCCACT TGTCCGGCTC  GCCAAAGGAC 
  181 TTTGAAGCTT TGCAGAAGTT TGCTGTTGAC AATAATATCA ACTTAGTGGT  TCCAGGCCCA 
  241 GAACAACCTT TGGTAGACGG TATCACCACA GTTTTCACCA AGGTTGGTAT TCCAGTTTTT 
  301 GGACCTTCTG CTGCTGCTGC TGTCATGGAA GGCTCTAAGG CTCATTCCAA GATCTTCATG 
  361 GACAAGCACA ACATCCCTAC TGCCAGGTTC CAAAACTTCA AATCTGTGGA AGAAGCCAAG 
  421 AAGCACATTG AGACGATTGA CTACAAGATC GTCTTGAAGG CCGACGGCAT TGCTGCTGGT 
  481 AAAGGTGTCT TGATCCCAGA GACCAAAGAG GAAGCCTTGA AGGGCTTGAA TGAAATCATG 
  541 GTGGACAAGA ACTTCGGCGC TGCTGGCGAC GAGATCGTTA TCGAGGAGTT CTTGGAAGGT 
  601 GACGAGTTAA GTATTTTGAC CATCACCGAT GGTTACACTT TCTTCAACTT GCCAGCTGCT 
  661 CAAGACCACA AGAGAATTGG CGATGGTGAC AAGGGATTGA ACACTGGAGG TATGGGTGCC 
  721 TATGCTCCAG CCCCTATTGC TACACCAGCC ATTTTGAAGA AGATTGATGA ATTAATCATT 
  781 AAGCCTACTA TTGATGGTAT GAGACAAGAT GGTACGCCTA TGAACGGTGT TTTGTTCACA 
  841 GGTATCATGT TGTCGCCTTC TAAAGAACCA AAAGTCTTGG AATACAATGT TAGATTTGGT 
  901 GATCCAGAAA CTCAGACTGT ATTGCCTTTG TTGACTGAAG ACACAGATTT  GGCCCAGGTC 
  961 TTCTTAGCCT GTGCTGAACA CAGATTAGAT TCTGTCACTA TCAAAACTAA ACCAGACATG 
1021 TTCTCCACTA CTGTCGTTAT GGCTGCTGGT GGTTATCCAG AATCCTACAA GAAGGGAGAC 
1081 GAAATCACTG TTAAGTCCCC ATTGCCTGCC AACACTTATG TGTTCCATGC TGGTACTGGC 
1141 GAAAAGGACG GTAAGGTAGT TACTGCTGGC GGTAGAGTTA TTGCTTCTAC TGCTATTGCT 
1201 CCTACTTTGA GAGAATCTGT TGACAGGGCC TATGTAGGTG TAGACCATGT TTCCTTCACC 
1261 GGCA
 CAAGGT
AGTATA ACCGTAAGGA CATTGCCCAC AGAGCTTTCC GTGATGCCGC TTCTACTTCT 
ATCA CCTATGCCGA TGCTGGTGTC TCTGTAGACA ATGGTAACTT ATTGGTAGAA 
381 CAGATAAAGG CCAAGGTCAA GTCAACTGCT AGAGCTGGTG CCGATTCGGA CATCGGTGGC 
TGGTA TTGACTTGGT GGCCATGAAC GTGAATGATT TAGTTGTACA AGGTGCCGAA 
1621 CCTTTGATTT TCTTAGACTA CTTTGCTACA GGTAAGTTGG ACATTGAAGT TGCCGCCAAA 
1321
1
1441 TTTGGTGGGT TGTTCGATTT GAAGAAAGCT GGCTACAACA CCGACGACAC TTTGTTGGTG 
1501 GCTGCTACTG ATGGTGTAGG CACCAAGTTG AGAATCGCAC AAATCATGAA CATCCACGAT 
1561 ACTGT
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1681 TTCGTCAGTG GTGTTGCAGA TGGATGCATC CAAGCTGGCT GTGCTTTAGT CGGTGGGGAA 
1741 ACCTCCGAAA TGCCCGGTAT GTACGATGAA GGTCACTACG ACACCAACGG TACTGCTGTT 
1801 GGTGCTGTAA CCAAGAGTAA GATTTTGCCT AAGATTGAAA ATATGAAGAC TGGAAATGTG 
1861 TTGATTGGTG TCACTTCCGA TGGTATCCAC TCCAATGGTT TCTCGTTGGT  GCGTCGCATC 
1921 ATTGAAGTTT CCGACTATGA ATACACTTCG GTTGCTCCAT GGTCTAAAGA AGGCAAGACT 
1981 ATTGGTGAAG AAGTGTTGGT TCCTACTAAG ATCTACGTTA AACAGTTTTT GAAGTCCATC 
2041 AACGAAGGCT TGTTGTTGGG ATTGGCTCAC ATCACGGGTG GTGGTTTGGT GGAAAACGTT 
2101 CCAAGAGCAT TGCCAAAGAA TTTACAGGCA AA
 GAAATCTTCA AGTGGTTTGG AAAGCAAGGT AAGGTCCCTT ACAACGACAT
GATAGATA TGAACACTTG GGAAGTTCCA 
 CCTCAAGACC 
221 TTCAACATGG GTATTGGTAT GGTGTTGATT GTCGAAGAGG ACAATGTCGA CAAGGTATTG 
Abbildung 3.17: E5-Gen  inklus en 
Regionen; mögliche Promotor die putativen GCN4 Transkrip-
tio nd unterstriche er Translatio ie folgenden Basen sind kursiv 
ge
 
en Aminosäuresequenz des PsADE5-Gens mit denen weite-
er Hefen 
ie Ade5p-Aminosäurensequenzen weiterer Hefen werden mit P. stipitis verglichen (Abb. 
p -
 Ge e  -
grö  
Tabelle 3.11: Ähnlichkeit der Aminosäuresequenzen von PsADE5 mit denen weiterer Hefe
2161
2
2281 TCAAACTTAA AGGCATCCGG TGAAACAGGT ATTGTCATTG GATCCCTTGT TGACAGAAAG 
2341 GAAGGCGAAG AAGGATGTGT TGTTGACAAT GTTGAGGGGT TGTACTAA  
Nukleotidsequenz des PsAD s ive der 5´-nicht-translatiert
elemente sind fett geschrieben; 
nsfaktoren si n. D nsstart und d
druckt. 
Ähnlichkeiten der abgeleitet
r
D
3.18). Die Proteinlänge variiert zwischen 802 Aminosäuren bei S. cerevisiae und 776 Amin -o
säuren bei S. ombe. Auf Proteinebene ist ein hoher Grad der Konservierung feststellbar, ähn
lich dem der TRP2- n . Die geringste Ähnlichkeit zu PsADE5 besteht mit 59 % bei S. pom
be, die ßte mit 82 % bei C. albicans (Tab. 3.11). 
 
n 
 Aminosäurensequenz [%]  Aminosäurensequenz [%]
P. stipitis 100 Y. lipolytica 65 
D. hansenii 81 S. cerevisiae 63 
C. albicans 82 S. pombe 59 
K. lactis 73   
 
 
 
40 
PsAde5 S T M S K Q - - L N I L V I G N G G R E H A I V WR L A Q S A S V N K I Y V A P   
DhAde5    M S S Q G N L N I L I I G N G G R E H A I T WR L A Q S P T V K Q I Y V A P 
CaAde5          L N I L V I G N G G R E H A I V WR L L Q S P T V N H I Y V A P 
KlAde5          L N I L V L G N G G R E H A L V WK L A Q S A S V S T I Y V A P 
YlAde5          L R I L L V G N G G R E H A L A WK L A Q S P L V E R I F V A  P 
ScAde5          L N I L V L G N G A R E H V L V T K L A Q S P T V G R I Y V A P 
SpAde5             L L I G N G G R E H T I A WK L C E S P L I S K V Y V A P  
80 
PsAde5  G N G G T A T - D S D - -   K I V N V P H L S G S P K D F E A L Q K F A V D N N I   
DhAde5  G N G G T A I - - S D - -  K V T N V P E L S G S P K H F D G  L Q K F A V E H D I   
CaAde5 G N G G T I S - E S S S S K I T N V P - I S S S P K D F N K L Q Q F A V E N K I 
KlAde5 G N G G T A T - - V E - -   N V V N V P E L S P S P E N F S A L K E F V L E K N I 
YlAde5  G N G G T D N - P Q G - - K I E N I A - I G S S Q K D F A K L V E F A Q S K D   V  
ScAde5 G N G G T A T M D P S - - R V I N W D - I T P D V A N F A R L Q S M A V E H K I 
SpAde5 G N G G T A S - N G A - -   E S - K M E N V N I G V C D F E Q L V K F A L D K D V  
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120 
PsAde5  N L V V P G P E Q P L V D G I T T V F T K V G I P V F G P S A A A A V M E G S K      
DhAde5  N L V I P G P E Q P L V D G I T S I F T K V G I P V F G P S A K A A L M E G S K 
CaAde5  N L V I P G P E Q P L V D G I A D I F Y A V G I P V F G P S A K A A K M E G S K 
KlAde5  G L V V P G P E Q P L V D G I T Q V F Q S I  G I P V F G P S A K A A I F E G S K  
YlAde5  G L V I P G P E Q P L V E G I E T H F R K V G I P V F G P S E K A A V M E G S K 
ScAde5  N L V V P G P E L P L V N G I T S V F H S V G I P V F G P S V K A A Q L E A S K 
SpAde5  N L V I P G P E L P L V E G I E G H F R R V G I P C F G P S A L A A R M E G S K 
160 
PsAde5  A H S K I F M D K H N I P T A R F Q N F K S V E E A K K H I E T - I D Y K I V L      
DhAde5  A F S K V F M D K H N I P T A R F K N F T S F E E A K K H V E T - I D Y K M V L 
CaAde5  A F S K E F M D K H N I P T A R F Q N F T D V A K A K E H I Q S - I D Y K I V L 
KlAde5  T F S K D F M Q K H N I P T A R Y A N F D D Y E - A K A Y L E K - V D Y Q V V L 
YlAde5  T F S K D F M K K H N I P T A A F E N F T D Y N K A V D Y V K K - V G H R V V I 
ScAde5  A F S K R F M S K H N I P T A S Y D V F T N P E E A I S F L Q A H T D K A F V I 
SpAde5  V F S K D F M H R N N I P T A V Y K S  F S N Y D H A K S F L D T - C T F D V V I 
200 
PsAde5  K A D G I A A G K G V L I P E T K E E A L K G L N E I M V D K N F G A - A G D E     
DhAde5  K A D G I A G G K G V L I P E T K E E A L V G L D E I M V N K N F G S - A G D E 
CaAde5  K A D G I A A G K G V L I P E T T E E A L Q G L N E I M V D K N F G D - A G N E 
KlAde5  K A D G I A A G K G V L I P T  T Q E E A Q E A L K I I M V E R Q F G D - A G K S 
YlAde5  K A S G L A A G K G V L I P T  S T E E A I A A V K E V M Q D K A F G E - A G D E 
ScAde5  K A D G I A A G K G V I I P S  S I D E S V Q A I K D I M V T K Q F G E E A G K Q 
SpAde5  K A D G L A A G K G V I I P K T K K E A F E A L E S I M L N E E F G S - A G K N 
240 
PsAde5 I V I E E F L E G D E L S I L  T I T D G Y T F F N L P A A Q D H K R I G D G D K   
DhAde5 I V I E E Y L E G D E L S I L T I S D G Y S F F N L P A A Q D H K R I G D G D K   
CaAde5 I V I E E F L E G D E L S I L  T I T D G Y S F Y N L P A A Q D H K R I G D G D K   
KlAde5 V V I E E F L E G D E I S I L  T I S D G Y S Y F N L P P A Q D H K R I G E N D T   
YlAde5 V V I E E F L E G D E L S I L  A F S D G Y T V V D M P P A Q D H K R I G D G D Q   
ScAde5 V V I E Q F L E G D E I S L L  T I V D G Y S H F N L P V A Q D H K R I F D G D K 
SpAde5 V V I E E L L E G E E L S I L T F S D G Y T C R S L P P A Q D H K R A F D G D K  
280 
PsAde5 G L N T G G M G a y a p a p i a t p a i L K K I D E L I I K P T I D G M R Q D G   
DhAde5 G L N T G G M G A Y A P A P I A T P E V L R K I D E Q V I K P T I D G M R K D G  
CaAde5 G L N T G G M G A Y A P A P I A T Q D V L K K I N D Q I I K P T I D G M R K D G     
KlAde5 G L N T G G M G A Y A P A P V A T P K L L E Q I D K T I V K P S I D G M R K D K     
YlAde5 G L N T G G M G A Y C P A P I G T P A L L Q E I K E S I L Q P T I D G M R R D G      
ScAde5 G L N T G G M G A Y A P A P V A T P S L L K T I D S Q I V K P T I D G M R R D G      
SpAde5 G P N T G G M G C Y A P T P V A S P K L L E T V Q S T I I Q P T I D G M R H E  G     
320 
PsAde5 T P M N G V L F T G I M L S P S K E - - - - - P K V L E Y N V R F G D P E T Q T   
DhAde5 F P M C G V L F T G I M L S P T K E - - - - - P K V L E Y N V R F G D P E T Q T     
CaAde5 F P M C G V L F T G I M L S P T K E - - - - - P K V L E Y N V R F G D P E T Q T      
KlAde5 L P F V G V L F T G I I L T K N G - - - - - - P K V L E Y N V R F G D P E T Q T   
YlAde5 I P F V G M L F T G I M L T P D G K - - - - - P K V L E Y N V R F G D P E T Q T     
ScAde5 M P F V G V L F T G M I L V K D S K T N Q L V P E V L E Y N V R F G D P E T Q A      
SpAde5 Y P L V G I L F T G L M L T P S - G - - - - - P R V L E Y N V R F G D P E T Q A   
360 
PsAde5  V L P L L T E D T D L A Q V F L A C A E H R L D S V T I K T  K P D M F S T T V V  
DhAde5  V L P L L S D D T D L A E V M L A S A E H R L D S V T I K T K P N M F S T T V V 
CaAde5  V L P L L S E N T D L A Q V M L A A A - H R L D S V T I E T K P - L Y S T T V V 
KlAde5  V L P L L T E D T D L A Q V F L A A A E H R L D S V D I K I K D N C Y A T T V V 
YlAde5  I L P L L S D D T D L A E  V M L A C V E R R L D A V T L R V  K P D A H A V T V V 
ScAde5  V L S L L D D Q T D L A Q V F L A A A E H R L D S V N I G I  D D T R S A V T V V 
SpAde5  V L P L L - - E S D L A E I I L A C V N H R L D A I D I V I  S - R K F S C A V
 
 
 
 V 
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400 
PsAde5 M A A G G Y P E S Y K K G D E I T V - K S P - L P A N T Y V F H A G T - - G E K   
DhAde5 M A A G G Y P D A Y N K G D E I T I - K E P - L P E D T F I F H A G T - - D K K   
CaAde5 M A A G G Y P E A Y G K G D E I T I - K K P - L P Q D T F I F H A G T - - S V N  
KlAde5 L A A G G Y P E S Y K K G D E I T V D S S K - I P T D T Y I F H A G T - - K S D   
YlAde5 M S A G G Y P E S Y K K G D A I T V - - G G - L P E Q T Y I F H A G T - - A S E   
ScAde5 V A A G G Y P E S Y A K G D K I T L - D T D K L P P H T Q I F Q A G T K Y D S A   
SpAde5 C V A G G Y P G P Y N K G D I I T F - D A L - K D K N T R I F H A G T - - S I R  
440 
PsAde5 D - G K V V T A G G R V I A S T A I A P  T L R E S V D R A Y V G V - D H V S F T 
DhAde5 D - G K I V T S G G R V I A S T A I A R  D L R E S V D K A Y A G V - E K V S F E 
CaAde5 D Q G K I V T S G G R V I A S T A I A E T L R Q S V D K A Y V G V N E H V S F N  
KlAde5 N - G K V Y T N G G R V I A S S A V A P  T L K E A V D K A Y E G V - E S V Q F S 
YlAde5 N - G Q V I T A G G R V I A S T A V A P T L K D A V A Q A Y K G A - D A V E F N 
ScAde5 T - D S L L T N G G R V L S V T S T A Q  D L R T A V D T V Y E A V - K C V H F Q 
SpAde5 D - G N V V T N G G R V L A V E A T G D S V E A A V R L A Y E G V - K T V H F D 
480 
PsAde5 G K Y N R K D I A H R A F R D - A - - - - - - - A S T S Q G I T Y A D A G V S V 
DhAde5 K K Y N R K D I A H R A F R D - A E K - - - - - A S N K K G V T Y A E A G V S V 
CaAde5 K K Y N R K D I A H R A F R D - A D K A A S A G S G S G S G V T Y A D A G V S V 
KlAde5 N R Y F R K D I A H R A F K N S A - - - - - - - A S A G K S I T Y A E A G V S V 
YlAde5 G K Y N R K D I A Y K A F R D - A - - - - - - - E K T S G G I T Y A Q A G V S I 
ScAde5 N S Y Y R K D I A Y R A F Q N - S - - - - - - - E S S K V A I T Y A D S G V S V 
SpAde5 K M F Y R K D I A H H A L N P - K - - - - - - - R K T R E I L T Y E N S G V S V 
520 
PsAde5 D N G N L L V E Q I K A K V K S T A R A G A D S D I G G F G G L F D L K K A G Y 
DhAde5 D N G N L L V E Q I  K A K V K S T A R S G A D S D I G G F G G L F D L K K A G Y 
CaAde5 D N G N L L V E N I K A K V K S T A R P G A D S D I G G F G G L F D L K K A G Y 
KlAde5 D N G N L L V Q K I  K A T V K S T S R P G T D S D I G G F G G L F D L K A A G Y 
YlAde5 D N G N K L V Q Q I  K E K V K S T A R P G T D S V I G G F G G L F D L K A A G F 
ScAde5 D N G N N L V Q T I K E M V R S T R R P G A D S D I G G F G G L F D L A Q A G F 
SpAde5 D N G N E F V Q R I K D L V K S T R R P G A D A D I G G F G G I F D L K Q A G W 
560 
PsAde5 N - T D D T L L V A A T D G V G T K L R I A Q I M N I H D T V G I D L V A M N V      
DhAde5 N - V D D T L L V A A T D G V G T K L R V A Q I M E I H N T V G I D L V A M N V     
CaAde5 N - T D D T L L V A A T D G V G T K L R I A Q I M N I H N T V G I D L V A M N V     
KlAde5 N - T D E T L L V A A T D G V G T K L M I A Q E T D I H N T V G I D L V A M N V     
YlAde5 R - - - D P L L V G A T D G V G T K L K I A Q S I D K H D T V G I D L V A M N V 
SCaDE5 R Q N E D T L L V G A T D G V G T K L I I A Q E T G I H N T V G I D L V A M N V 
SpAde5 N - - - D P L L V S A T D G V G S K L L I A L S L N K H D T V G I D L V A M N V 
600 
PsAde5  N D L V V Q G A E P L I F L D Y F A T G K L D I E V A A K F V S G V A D G C I Q       
DhAde5  N D L V V Q G A E P L I F L D Y F A T G K L D I K I A A D F V S G V A D G C I Q    
CaAde5  N D L V V Q G A E P L I F L D Y F A T G K L D I E V A A Q F V D G V A N G C I Q   
KlAde5  N D L V V Q G A E P L L F L D Y F A T G A L D I K V A S D F V S G V A T G C I Q     
YlAde5  N D L V V Q G A E P L V F L D Y Y A T G K L D V N A A A A F V G G V A G T S I G     
ScAde5  N D L V V Q G A E P L F F L D Y F A T G A L D I Q V A S D F V S G V A N G C I Q     
SpAde5  N D L V V Q G A E P L I F L D Y F A T G S L D L K V S T S F V E G V V K G C K Q     
640 
PsAde5 A G C A L V G G E T S E M P G M Y D E G H Y D T N G T A V G A V T K S K I L P K   
DhAde5 A G C A L V G G E T S E M P G M Y D E G H Y D T N G T S V G A V S K S S I L P K  
CaAde5 A G C A L V G G E T S E M P G M Y D E G H Y D T N G T A V G A V L K D K I L P Q 
KlAde5 A G C A L V G G E T S E M P G M Y P P G H Y D T N G T A V G A V N K T Q I L P K   
YlAde5 D G C I Q A G C A L I G G E T A E M P G I Y Y G N D Y D A N A V E R D A V L P R 
ScAde5 S G C A L V G G E T S E M P G M Y P P G H Y D T N G T A V G A V L R Q D I L P K   
SpAde5 A G C A L V G G E T S E M P G L Y H D G H Y D A N G T S V G A V S R D D I L P 
 
 
 
K   
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680 
PsAde5 I E N M K T G N V L I G V T S D G I H S N G F S  L  V R R I I E V S - D Y E Y T S 
DhAde5 L D Q M G E G N V L I G L K S D G V H S N G F S L  V R H I I E S S E E F N Y K S 
CaAde5 I N N M K S G N V L I G L K S D G I H S N G F S L  V R K I I E I S - E Y E Y Q S 
KlAde5 V E E M G S G N V L L G L S S D G V H S N G F S L  V R K I I E H T - G L P W E A 
YlAde5 M D E I A K G D A I   L G L A S S G V H S N G F S L  V R K I I E H A - G L T Y T D 
ScAde5 I N E M A A G D V L  L G L A S S G V H S N G F S L  V R K I I Q H V - A L P W D A 
SpAde5 P E S F S K G D I L  L G L A S D G V H S N G Y S L V R K I V E Y S - D L E Y T S 
720 
PsAde5 V A P W S K E G K T I  G E E V L V P T K I  Y V K Q F L K S I N E G L L L G L A H 
DhAde5 I A P W S K N G K T I  G E E L L V P T R I Y V K Q L L S S L S E G L L L G L A H 
CaAde5 P A P W K Q - G S T I  G E E V L V P T K  I Y V K  S S I N Q G L L L G L A H Q L L
KlAde5 E C P W D - A S K T L G E A I L V P T R I Y V K Q L L P S I K E Q L L L G L A H 
YlAde5 A C P W D - Q S K S L G E A L L T P T R I Y V K Q L L P V I N A K L T S A L A H 
ScAde5 P C P W D - E S K T L G E G I L E P T K  I Y V K Q L L P S I R Q R L L L G L A H 
SpAde5 V C P W D K N V R - L G D S L L I P T R I Y V K P L L H V I R K N I V K G M A H 
760 
PsAde5 I T G G G L V E N V P R A L  P  K N L Q A K I D M N T W E V P E I F K WF G K Q G 
DhAde5 I T G G G L V E N I P R A L P  K N L Q A K V D L S K W E V P E I F K WF G K Q G 
CaAde5 I T G G G L V E N I P R A L P K H L Q A T V D I E Q W Q V P E I F K WF G K Q G 
KlAde5 I T G G G L V E N V P R A L P  K H L Q A K I N M N T W E V P E V F K WF G K A G 
YlAde5 I T G G G L V E N I P R I L P E N Y S A K I D V S T W P L P P V F Q WL G K A G 
ScAde5 I T G G G L V E N  I P R A I P  D H L Q A R V D M S T W E V P R V F K WF G Q A G 
SpAde5 I T G G G L V E N V P R M L P  S H L N A I I D V D T W E V P E V F K WL K D A G 
800 
PsAde5 K V P Y N D I L K T F N M G I G M V L I V E E D N V D K V L S N L K A S G E - T 
DhAde5 N V P F E D L L K T F N V G I G M V L I A K S E N V D K I I A N L T K A G E - D 
CaAde5 N V P Y E D I L K T F N L G I G M V L I V E K E N V D K V L K N L E E S G E K D 
KlAde5 N V P L E D I L K T F N M G I G M V L I V K K E N V E  R V T E L L K Q S G E - T 
YlAde5 N V P K E D I S K T L N M G I G M I L V V K Q E K V A E V T Q L L E K V G E - K 
ScAde5 N V P H D D I L R T F N M G V G M V L I V K R E N V K A V C D S L T E E G E - I 
SpAde5 N V P I S D M A R T F N M G I G M V V A V A S E D A E  E T M K E L T S V G E - T 
826 
PsAde5  G I V I G  S L V D R K E G E E G C V V D N V E G L Y       
DhAde5  P V I I G  Q L I E K A E N A P A C V V D N V N G L Y      
CaAde5  A V V I G  E L V E R K Q G E P G C V V N N I D G L Y      
KlAde5  V Y E I G  V L V E R P S N E A G C I V Q N A S G L Y 
YlAde5  V Y Q I G  E I V P D N D V D E K T V L I N T E N WY 
ScAde5  I W E L G  S L Q E R P K D A P G C V I E N G T K L Y      
SpAde5  V Y R I G  Q L V D K E S S S E R C H L V N L          
Abbildung 3.18: Alignment der Aminosäurensequenzen von Ade5p zwischen P. stipitis (Ps), 
dem Stamm P. stipitis CBS 5774 PJH 53 trp5-10 
te als Reporterstamm genutzt werden, um trans-
stoff-abhängigen Transkriptions-Regulationssystems von 
. Der Stamm 1665 wurde bisher nicht weiter charakterisiert. Die 
 SacI linearisiertem Vektor pREP, der eine 
bb. 3.19). Diese Kassette beinhaltet zwei Bereiche 
D. hansenii (Dh), C. albicans (Ca), K. lactis (Cl), Y. lipolytica (Yl), S. cerevisiae (Sc)  und S. 
pombe (Sp). 
3.1.11 Charakterisierung des Transformationsstammes P. stipitis 1665 his3-1 
3.1.11.1 Charakterisierung des Genotyps 
Der Transformationsstamm P. stipitis 1665 his3-1, der für die Insertionsmutagenesen genutzt 
wurde, wurde durch Transformation aus 
his3-1 hergestellt (Schruff, 2005). Er soll
wirksame Komponenten des Sauer
P. stipitis zu detektieren
Transformation erfolgte mit SphI und
Psadh2::ScTRP5::Psadh2-Kassette trägt (A
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des PsADH2-Gens, die Region von -489 bp bis -1 bp und die von + 838 bp und + 1357 bp. 
ufgrund der Kassette wäre eine homologe Integration in das PsADH2-Gen möglich.  
ie Lokalisierung des Vektorintegrationsortes wurde mit Hilfe von Southern-
ybridisierungen und PCR-Analysen untersucht. Für die Southern-Hybridisierungen wurden 
thern-Hybridisierung nur mit dem Wildtyp 
arkiert; 
ie Ge  CBS 5774 und  den 
estriktasen ClaI und BglII verdaut und in eine Southern-Hybridisierung eingesetzt (Abb. 
 beinhaltet, 
ein Digoxigenin-markierter Größenstandard (1, 4, 7) verwendet (Nr. VII, Roche). 
A
D
H
drei Sonden ausgewählt. Die ScTRP5-Sonde ist spezifisch für das ScTRP5-Gen in der Kasset-
te. Die PsADH2rep-Sonde trägt eine Homologie zum Promotorbereich des PsADH2-Gens 
und hybridisiert mit der Kassette und dem Wildtyp PsADH2-Gen. Die dritte Sonde, bezeich-
net als PsADH2WT-Sonde, trägt eine Homologie zum Bereich -600 bp bis -500 bp des 
PsADH2-Gens und ergibt somit in einer Sou
PsADH2-Gen ein Signal.  
                  
Abbildung 3.19: Physikalische     Karte 
des Vektors pREP; Bindestellen für die 
in der PCR-Analyse verwendete Primer 
sind mit Pfeilen, die Sonden mit Balken 
TRP5+2201 
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100
200
300
400
500
600
ScaI 
m
 
 
 
D samt-DNA der Stämme P. stipitis P. stipitis 1665 his3-1 wurde mit
R
3.20). Beide Enzyme besitzen keine Erkennungssequenz im PsADH2-Gen, aber eine im Vek-
tor pREP. Durch die Enzyme wird der Vektor zwischen den Sequenzhomologien zur ScTRP5-
Sonde und zur PsADH2rep-Sonde geschnitten.  
Die mit den Restriktasen ClaI und BglII erzeugte Region, die das PsADH2-Gen
war mit der Gesamt-DNA des Stammes 1665 größer (Abb. 3.20 Spur 2) als die mit der Ge-
samt-DNA des Wildtyp-Stammes (Spur 3). Mit der Gesamt-DNA des Wildtyp-Stammes wur-
den mit den PsADH2-spezifischen Sonden jeweils zwei Banden erhalten (Spur 3 und 6). Die-
se könnten durch eine unvollständige Restriktion erzeugt worden sein. Der Vektor wurde so-
mit in oder in der Nähe des PsADH2-Gens integriert. 
  
 
 
 
 
 
Abbildung 3.20: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung mit PsADH2WT- (A), 
PsADH2rep- (B) und ScTRP5-spezifischen Sonde (C) nach ClaI-/BglII-Verdau der Gesamt-
DNA der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 (2, 5, 8) und P. stipitis CBS 5774 (3, 6, 9). Es wurde 
         1        2       3                
A                                     B    
  4       5      6                 7         8      9             VII       bp 
                             C   
 
TRP5+1961 SacI 
ClaI 
BglII 
SphI 
AmpR 
ScTrp5 pUCuni
ADH2-489 
ADH2-1
ADH2+1357 
              pUCrev 
 pRep 
ScTRP5- 
Sonde 
PsADH2rep-Sonde 
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Die PsADH2rep-spezifische Sonde zeigte mit der Gesamt-DNA des Stammes 1665 zwei wei-
tere Banden (Abb. 3.14 Spur 5), die mit der PsADH2WT-spezifischen Sonde (Spur 2) nicht 
rzeugt wurden. Der Vektor wurde demnach zumindest zweifach integriert. Dies wurde bestä-
gt durch die zwei Banden, die mit der ScTRP5-spezifischen Sonde und der Gesamt-DNA des 
tammes 1665 erhalten wurden (Spur 8). Mit der Gesamt-DNA des Wildtyp-Stammes wurde 
it der ScTRP5-spezifischen Sonde kein Signal erhalten (Spur 9), da das ScTRP5-Gen nicht 
 den Stamm integriert wurde. 
 weitere Hinweise auf den Integrationsort des Vektors zu erhalten, wurden PCR-Analysen 
urchgeführt. Um falsch-positive Amplifikate zu verhindern wurden nur 20 Zyklen in der 
CR durchgeführt. In der Abbildung 3.15A ist eine schematische Zeichnung der mit dem in-
kten PsADH2-Gen zu erwartenden Amplifikate dargestellt. Die darin angegebenen Spuren 
g der PCR-Ergebnisse (Abb. 3.21B). 
en sind, wenn das PsADH2-Gen intakt ist, wurden  
nd ADH2-489 die intakte Vektorkassette 
ur 7).  
mers erfolgt ist, 
n die vier Vek-
e
ti
S
m
in
 
Um
d
P
ta
beziehen sich auf die gelelektrophoretische Auftrennun
Alle Amplifikate, die zu erwart  erhalten.
Zusätzlich wurde mit den Primern ADH2+1037 u
mit einer Größe von 3199 bp erhalten (Abb. 3.21B, Sp
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pur 11  
 
 
 
Abbildung 3.21: Schema des PsADH2-Gens und       1  2   3   4  5  6   7   8  9 10 11   
der möglichen Amplifikate (A) und die gele-
lektrophoretische Auftrennung der Amplifikate mit 
PsADH2-spezifischen Primern (B); als Template 
diente die Gesamt-DNA des Stammes P. stipitis 
1665 his3-1; Primerkombinationen ADH2-: -1 + -
489 (1); +398 + +1037 (2); -600 + -1 (3, 6); +838 + +1037 
(4); +1037 + -489 (7); -600 + +1037 (8); -600 + +1357 
(10); +838 + +1357 (11); als Größenstandard wurde 
PsADH2 (2072 bps)
500 1000 1500 2000 
PvuII ScaI EcoRI KpnI HincII
ADH2-490 
ADH2-489 ADH2-1 
die Hyperladder I (Bioline) verwendet (5, 9). 
 
Die Mehrfachintegration der Vektorkassette Psadh2::ScTRP5::Psadh2 wurde mittels Sou-
thern-Hybridisierung nachgewiesen. Ob die Integration eines Vektor-Konkate
kann mit Hilfe von PCR-Analysen untersucht werden (Abb. 3.23). Es stande
ADH2+398 ADH2+838 ADH2+1037 ADH2+1357 ADH2-600 
B
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torprimer pUC1, pUC2, pUCrev und pUCuni zur Verfügung. Die Bindestellen der Primer 
it Primern, deren Bin-
dungsstelle in der Kassette liegen und dem pUCrev-Primer (Abb. 3.23, Spur 3, 5, 9, 17) bzw. 
dem pUCuni-Primer (Spur 2, 8, 13, 14) wurden Amplifikat erhalten. Dies ist nur möglich, 
wenn die Integration eines Vektor-Konkatemers stattgefunden hat. Bei einer Einzelkopiein-
tegration müsste der pUCrev- oder der pUCuni-Primer aufgrund der Linearisierung des Vek-
tors in die genomische DNA amplifizieren. Zur Verdeutlichung wurde ein Schema eingefügt 
(Abb. 3.22B), das nur eine mögliche Anordnung des konkatemeren Vektors zeigt.  
                  Spur             
  Spur 18 
                    Spur 9      
                   Spur 5                                                                
); ADH2+1037 + ADH2-489 (4); pUCrev +  ADH2-489 
ni + ADH2-1 (8); pUCrev + TRP5+1961 (9); pUC1 + 
pUCrev und pUCuni liegen unmittelbar vor der Kassette. In der PCR m
A                Spur 17                                                                                    Spur 1          
                   Spur 8                                                                                  Spur 4             
                   Spur 14                                                                                 Spur 7 
                   Spur 2                                                            
                                                                   Spur 28  
 10                                             
                    Spur 17                                                             Spur11                               Spur 16 
                    Spur 3                                                                                                       
                                                 
             
Abbildung 3.22: Schema des konkatemeren Vektors (B) und der möglichen Amplifikate (A), 
die mit einer PCR erreicht werden können; die angegebenen Spuren beziehen sich auf die 
Gelelektrophoretische Auftrennung (Abb. 3.23) 
   1   2   3    4   5    6    7   8   9   10  11 12  13 14  15 16 17 18  19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29     I          bp 
Abbildung 3.23: Gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate mit PsADH2-
spezifischen und pRep-spezifischen Primern; als Template diente die DNA des Stammes P. 
stipitis 1665 his3-1; Primerkombinationen: ADH2+1357 + TRP5+1961 (1); pUCuni + 
ADH2+1357 (2); pUCrev + ADH2+838 (3
(5); ADH2-489 + TRP5+2201 (7); pUCu
ADH2+838 (10); pUC2 + ADH2-1 (11); pUCuni + ADH2+1357 (13); pUCuni + TRP5+2201 (14); 
TRP5+1961 + ADH2-1 (15); TRP5+1961 + TRP5+2201 (16); pUCuni + pUCrev (17); TRP5+1961 + 
ADH+1037 (18), ADH2+398 + TRP5+2201 (19); ADH2+398 + TRP5+1961 (20); pUCrev + 
ADH2+398 (21); ADH2-600 + TRP5+2201 (23); ADH2+398 + pUC1 (24); ADH2+398 + pUC2 (25); 
ADH2-600 + pUCrev (27); ADH2+838 + ADH2-1 (28); ADH2+398 + ADH2-1 (29). Als Größen-
standard wurde die Hyperladder I (Bioline) verwendet (6, 12, 22, 26). 
Sa SphI SacIcI
4000 6000 8000 10000 2000 12000
pUCrev   pUC2 
pUC19 
pUC1  pUCuni 
 -489 
 Psadh2 ScTRP5 
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 pUCrev pUC2
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Mit den weiteren Primern, deren Bindungsstellen im Vektor pREP liegen, wurden alle Ampli-
fikate erhalten, die bei einer intakten Kassette zu erwarten sind (Abb. 3.23, Spur 1, 4, 7, 10, 
11, 16, 18). 
Mit den Primern pUCrev und ADH2+838 wurde zusätzlich zu dem 0,55 kb Amplifikat, das 
n ist oder ob eine anschließende Amplifikation stattgefunden hat. Mit den 
rimern pUCrev und pUCuni (Spur 17) und den Primern TRP5+1961 und ADH2-1 (Spur 15) 
ung erklären lassen.  
b. 3.23, 
utatio-
en bewirkt haben, die das Gärungsverhalten betreffen. Um dies auszuschließen, wurde das 
ls zwei Parallelen dar. Die Standard-
abweichungen lagen unter 4 % und sind in den Abbildungen nicht angegeben.  
dem Kassettenanteil entspricht, noch ein 1,4 kb Amplifikat erhalten (Abb. 3.23, Spur 3). Ein 
solches Amplifikat wäre zu erklären, wenn der Vektor vor dem PsADH2-Gen integriert wäre 
und zwar auf eine solche Art und Weise, dass die Bindungsstelle für den pUCrev-Primer sich 
direkt vor dem PsADH2-600 befindet.  
Mit dem Primerpaar pUCrev und ADH2-489 (Spur 5) zeigte sich auch ein zusätzliches 
Amplifikat der Größe ~850 bp. Eine Sequenzanalyse dieses Amplifikats ergab die PsADH2 
Sequenz von -489 bis -1 bp und ca. 400 bp der ScTrp5-Sequenz des Vektors pREP. Das be-
deutet, der Vektor ist mindestens zweimal vollständig und einmal degeneriert integriert. Aus 
den Ergebnissen lässt sich nicht ableiten, ob diese Anordnung während des Integrationsvor-
ganges entstande
P
wurden ebenfalls Banden erhalten, die sich durch diese Degenerier
 
Wenn sich die Integrationsstelle des Vektors unmittelbar hinter dem PsADH2-Gen befindet, 
sollte sich mit einem Primer, dessen Bindungsstelle in der Kassette liegt und einem ADH2-
Primer, dessen Bindungsstelle nur im PsADH2-Gen liegt, ein Amplifikat bilden lassen, sofern 
es nicht zu groß ist. Dies war nur mit dem Primerpaar ADH2+838 und ADH2-1 (Ab
Spur 28) möglich, die anderen Kombinationsmöglichkeiten ergaben kein Amplifikat (Spur 19 
- 29). Das gebildete Amplifikat hatte eine Größe von ca. 1 kb. Ein solches Amplifikat bildet 
sich nur, wenn die PsADH2-Regionen +838 bp bis +1357 bp und -1 bp bis -489 bp unmittel-
bar hintereinander liegen. Da der Vektor die beiden Regionen ebenfalls trägt, wenn auch nicht 
nebeneinander, ist dies kein eindeutiger Beweis für eine Integration hinter dem Wildtyp 
PsADH2-Gen.    
 
3.1.11.2 Gärungsverhalten des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 
Die molekularbiologische Charakterisierung des Transformationsstammes zeigte, dass das 
PsADH2-Gen intakt ist. Die Integration des Vektors pRep könnte aber auch andere M
n
Wachstums- und Gärungsverhalten des Transformationsstammes P. stipitis 1665 his3-1 unter-
sucht und mit dem Verhalten des Wildtyp Stammes P. stipitis CBS 5774 verglichen.  
Es wurden drei verschiedene Kultivierungsbedingungen gewählt. Aufgrund der Sauerstoff-
konzentration im Medium wurden sie als aerob, semiaerob bzw. hypoxisch bezeichnet. Die 
Vor- und Hauptkultivierung wurde in PMM-Medium mit 3 % Glucose oder Xylose und 1 % 
Hefeextrakt durchgeführt. Alle dargestellten Kultivierung im Sensomatsystem stellen Mittel-
werte aus zwei unabhängigen Kultivierungen mit jewei
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Durch den Sauerstoffverbrauch in dem geschlossenen Sensomatsystem erfolgt ein Druckab-
fall, der vom Gerät in Form von positiven Werten periodisch erfasst und gespeichert wird. 
Aus diesem Grund sind der Sauerstoffverbrauch in den folgenden Abbildungen positiv und 
die Kohlendioxidbildung, aufgrund des Druckanstiegs im System, negativ dargestellt. 
 
Die Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis CBS 5774 unterschieden sich in ihrem Sau-
rstoffverbrauch, ihrer Kohlendioxidbildung und ihrem RQ unter aeroben Bedingungen nicht 
w
rund der zelldichte-
bhängigen Abnahme der Sauerstoffspannung unter aeroben Bedingungen wurde schon für 
e
esentlich (Abb. 3.24). Der Wildtyp-Stamm zeigte einen geringfügig höheren RQ als der 
Transformationsstamm (Abb. 3.24C, F). Beide Stämme zeigten in der Glucosekultivierung 
nach sechs Stunden eine Induktion der Gärung. Diese Induktion aufg
a
die Hefe P. stipitis dokumentiert (Klinner et al., 2004).  
Aufgrund des geringeren Sauerstoffverbrauchs des Stammes P. stipitis CBS 5774 zu Beginn 
der Xylosekultivierung zeigte der Stamm innerhalb der ersten sechs Stunden der Kultivierung 
einen kurzen Anstieg des RQ auf 3,2 (Abb. 3.24F). Der Wildtyp-Stamm induziert somit die 
Gärung im Xylosemedium scheinbar zu einem früheren Zeitpunkt als der Transformations-
stamm. Ein signifikanter Unterschied im respiro-fermentativen Verhalten der beiden Stämme 
zeigte sich aber unter aeroben Bedingungen nicht. 
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Zeit [h] Zeit [h]Zeit [h]
ildung 3.24: O2-Verbrauch (A, D), CO2-Bildung (B, E) und RQ (C, F) der Stämme P. 
tis 1665 his3-1 und P. stipitis CBS 5774 im Verlauf einer Kultivierung unter aeroben 
ingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
r semiaeroben Bedingungen (Abb. 3.25) zeigten die im Glucosemedium angezogenen 
en des Stammes P. stipitis CBS 5774 zu Beginn der Kultivierung einen niedrigeren Sau-
ffverbrauch als der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 und nach 12 Stunden einen höheren 
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(Abb. 3.25A). Die Kohlendioxidbildung des Wildtyp-Stammes stieg stärker an als die des 
Transformationsstammes (Abb. 3.25B). Aufgrund des sehr niedrigen Sauerstoffverbrauchs 
und der steigenden Kohlendioxidbildung ergaben sich für den Wildtyp-Stamm zwischen der 
fünften und zwölften Stunde der Kultivierung sehr hohe RQ-Werte (Abb. 3.25C). Es ist anzu-
nehmen, dass der niedrige Sauerstoffverbrauch dadurch zustande kommt, dass das gebildete 
Kohlendioxid nur mit Verzögerung vom Absorber abgefangen wurde (Fluthgraf et al., 2003). 
Bei beiden Stämmen zeigte sich schon zu Beginn der Kultivierung ein RQ über 2, somit zeig-
te der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 kein Gärungsdefizit.   
Die im Xylosemedium angezogenen Zellen der beiden Stämme zeigten keine signifikanten 
Unterschiede in ihrem respiro-fermentativen Verhalten (Abb. 3.25D-F). Der Sauerstoff-
verbrauch, die Kohlendioxidbildung und die RQ-Werte unterschieden sich nur geringfügig.  
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D                                             E                                                  F        
 1665 Glucose 5774 Glucose 1665 Xylose 5774 Xylose
dung 3.25: O2-Verbrauch (A, D), CO2-Bildung (B, E) und RQ (C, F) der Stämme P. 
s 1665 his3-1 und P. stipitis CBS 5774 im Verlauf einer Kultivierung unter semiaeroben 
gungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
ter hypoxischen Bedingungen angezogenen Zellen der beiden Stämme zeigten wesent-
tamm erreichte maxi-
ur ca. 30  bzw. 50 % der Gasumsätze des Wildtyp-Stammes. Der RQ des Stammes CBS 
stieg innerhalb der ersten sechs Stunden der Glucosekultivierung auf einen We
ersten 12 Stun-
r Glucosekultivierung gärte der Wildtyp-Stamm stärker als der Transformationsstamm. 
ravierendere Unterschiede in ihren Gasumsätzen als unter aeroben oder semiaeroben 
gungen (Abb. 3.26). Der Sauerstoffverbrauch und die Kohlendioxidbildung des Wild-
ammes stieg im Laufe der Kultivierung im Glucose- und Xylosemedium wesentlich 
ller an als die des Stammes P. stipitis 1665. Der Transformationss
rt von 
n. Der RQ des Stammes 1665 stieg dagegen wesentlich langsamer an und erreichte nach 
nden nur einen Wert von vier (Abb. 3.26C). Das bedeutet innerhalb der 
                                                                                                                                                                  Ergebnisse 56
Bei der Xylosekultivierung demonstrierten beide Stämme innerhalb der ersten 12 Stunden 
einen vergleichbaren Anstieg im RQ (Abb. 3.26F). Im weiteren Verlauf der Kultivierung 
zeigte der Stamm 1665 eine stärkere Gärung als der Wildtyp-Stamm.  
Dieser Unterschied im Metabolismus der beiden Stämme unter hypoxischen Bedingungen hat 
seine Ursache nicht in einer durch die Integration des Vektors pRep verursachten Mutation. 
Dies kann ausgeschlossen werden, weil der Ausgangsstamm P. stipitis CBS 5774 PJH53 his3-
1 trp5-10 dasselbe vom Wildtyp-Stamm abweichende Verhalten zeigte. 
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Abbildung 3.26: O2-Verbrauch (A, D), CO2-Bildung (B, E) und RQ (C, F) der Stämme P. 
stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis CBS 5774 im Verlauf einer Kultivierung unter hypoxischen 
Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
d hypoxischen 
edingungen Hinweise auf ein respiro-fermentatives Verhalten. Sauerstoffverbrauch und 
m höchsten und unter hypoxischen 
ne In-
uktion der Gärung nach sechs Stunden (Abb. 3.27C, F). Unter hypoxischen und unter semi-
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Abschließend kann man sagen, dass durch die Integration der Psadh2::ScTRP5::Psadh2-
Kassette keine das Gärungsverhalten betreffende Mutationen ausgelöst wurden. Der Trans-
formationsstamm P. stipitis 1665 his3-1 gab unter aeroben, semiaeroben un
B
Kohlendioxidbildung waren unter aeroben Bedingungen a
Bedingungen am geringsten (Abb. 3.27A, D). Der stärkste Anstieg im RQ wurde unter hypo-
xischen Bedingungen im Glucosemedium erreicht (Abb. 3.27C). Während der RQ in der Xy-
losekultivierung innerhalb der ersten 20 Stunden unter semiaeroben und hypoxischen Bedin-
gungen annähernd gleich war (Abb. 3.27F). Unter aeroben Bedingungen zeigte sich ei
d
aeroben Bedingungen deutete sich schon zu Beginn der Kultivierung ein RQ über 1,3 und 
somit respiro-fermentatives Verhalten an.  
 
Ergebnisse                    57
0
4
8
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
G
as
um
sa
tz
 [g
/l]
   
 .
12
aerob semiaerob hypoxisch aerob semiaerob hypoxisch
-18
-14
-10
-6
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
-2
0
4
8
12
16
20
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
2
2
4
8
O2-Verbrauch                    CO2-Bildung                                 RQ    
12
-18
-14
-10
-6
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
-2
0
4
8
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
0
4
8
12
16
20
0 6 12 18 24 30 36
Zeit [h]
 
Abbildung 3.27: O
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Xylose 
ildung (B, E) und RQ (C, F) des Stammes P. 
ipitis 1665 his3-1 im Verlauf einer Kultivierung unter aeroben, semiaeroben und hypoxi-
schen Bedingungen in PMM-Medium m
 Wachstumsverhal-
n bezogen auf Zelltrockengewicht (TGW), Verbrauch der C-Quelle und Ethanolbildung 
mittelt. Die erhaltenen
BS  eine Wachstumsrate von 0,42 h-1, während die Zellen des Stammes 1665  
s Stammes CBS 5774 (Abb. 3.28B). Die im Xylosemedium ange-
zogenen Zellen des Stammes CBS 5774 zeigten eine Wachstumsrate von 0,37 h-1 und die Zel-
len des Stammes PJH53 eine von 0,41 h-1 und die Zellen des Stammes 1665 eine von 0,32 h-1. 
In der 15stündigen Kultivierung der drei Stämme erreichten die Zellen im Glucosemedium 
einen maximalen Biomasseertrag von 6 g/l und im Xylosemedium einen von 5 g/l. 
Die Ethanolbildung korrelierte mit dem Wachstum (Abb. 3.28C, D). Dies zeigte sich insbe-
sondere im Vergleich der beiden Medien. Alle drei Stämme wiesen im Vergleich zum Xylo-
semedium im Glucosemedium eine höhere Ethanolbildung auf. Die Zellen des Wildtyp-
Stammes bildeten im Glucosemedium geringfügig mehr Ethanol als die beiden anderen 
Stämme, dies korreliert mit dem stärkeren Wachstum dieses Stammes. Die spezifischen Zu-
st
it 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
3.1.11.3 Wachstum des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 
Neben der Untersuchung der Stämme im Sensomatsystem wurde auch das
te
er  Daten wurden auf ihre Reproduzierbarkeit untersucht. Die in den 
Abbildungen dargestellten Ergebnisse stellen Mittelwerte aus drei Kultivierungen dar.  
 
Die im Glucosemedium unter semiaeroben Bedingungen angezogenen Zellen des Stammes 
C  5774 zeigten
nur eine Rate von 0,34 h-1 zeigten (Abb. 3.28A). Die Zellen des Stammes PJH53 zeigten aber 
ebenfalls nur eine Wachstumsrate von 0,35 h-1 im Glucosemedium.   
Im Xylosemedium hingegen zeigten die Zellen der Stämme PJH53 und 1665 höhere Wachs-
tumsraten als die Zellen de
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ckeraufnahmeraten und die spezifischen Ethanolbildungsraten der drei Stämme waren annä-
hernd gleich und werden hier nicht dargestellt. 
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Abbildung 3.28: Zelltrockengewicht (A, B) und Ethanolkonzentrationen im Medium (C, D) 
der Stämme P. stipitis 1665 his3-1, P. stipitis CBS 5774 und P. stipitis CBS 5774 PJH 53 
his3-1 trp5-10 im Verlauf einer Kultivierung in PMM-Medium mit 3 % Glucose (A, C) bzw. 
3 % Xylose (B, D) und 1 % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
 
In den Kultivierungen unter semiaeroben Bedingungen wurden die Enzymaktivitäten der Gä-
rungsenzyme PDC und ADH und der Enzyme für die Xyloseverwertung XR und XDH be-
stimmt. Die Proben wu
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rden zu Beginn der exponentiellen und in der stationären Wachstums-
 sich somit keine signifikanten Un-
rschiede zwischen dem Transformationsstammes und dem  Wildtyp-Stamm. Die Integration 
der Psadh2::ScTPR5::Psadh2-Kassette im Transformationsstamm verursachte somit keine 
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phase genommen. Die Enzymaktivitäten in den Kultivierungen der drei Stämme wiesen keine 
Unterschiede auf. 
Wie schon bei der Untersuchung der Gasumsätze, zeigten
te
diesbezügliche Mutation.  
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3.2  Untersuchungen an putativen Gärungsmutanten 
3.2.1 Screening auf putative Gärungsmutanten 
Die Ergebnisse zur Effektivität der Insertionsmutagenese mit einem linearen integrativen 
Vektor wurden unter 3.1 dargelegt. Die effektive Nutzung der Insertionsmutagenese zur Iden-
asbildung. Da dies wahrscheinlich in 
ise begannen die Mutanten erst nach der 
ntstehung von Pseudomycel mit der Gasbildung. Wurden die pseudomycelbildenden Zellen 
auf Vollmedium-Platten (YEP) übertragen, zeigten sie nach wenigen en  -
male Hefezellenform.  
28 der putativen Gärungsmutanten wurden ausgewählt und zur näheren Charakterisierung in 
Kultivierungen im Sensomatsystem eingesetzt. Weiterhin wurde die isolierte Gesamt-DNA 
der Mutanten in Southern-Hybridisierungen untersucht.   
 
.2.2  Untersuchung der Vektorintegrationen in P. stipitis ptc1, P. stipitis hsp90, 
e die 
esamt-DNA aus den P. stipitis Mutanten, dem Transformationsstamm P. stipitis 1665 his3-1 
und dem Wildtyp-Stamm P. stipitis CBS 5774 isoliert und einem Doppelverdau mit den 
Restriktasen ScaI und BglII unterzogen. Die restringierte Gesamt-DNA wurde mit einer 
tifizierung von Genen, die an der Regulation der Gärung der Hefe P. stipitis beteiligt sind, 
wird nur noch begrenzt durch die Entwicklung einer geeigneten Screening-Methode.  
Zur Auffindung eines interessanten Phänotyps wurden Versuchsansätze mit Gärungsröhrchen 
eingesetzt, die mit Vollmedium (YEP) mit 3 % Glucose oder 3 % Xylose als C-Quelle gefüllt 
waren. Es wurden jeweils zwei Parallelen pro Mutante durchgeführt. Sofern ein in Bezug auf 
die Gärung interessanter Phänotyp auftauchte, wurde diese Mutante erneut in zwei Versuch-
reihen eingesetzt, um die Reproduzierbarkeit zu testen. Insgesamt wurden 1048 Mutanten 
getestet.  
2 % der getesteten Mutanten zeigten überaus starke Wachstumsdefekte. In den Kulturen die-
ser Mutanten zeigte sich über 10 bis 14 Tage keine G
ihrem Wachstumsdefekt begründet liegt, wurden diese Mutanten nicht weitergehend unter-
sucht. Bei 12 % der getesteten Mutanten zeigte sich eine verzögerte Gasbildung in den Gä-
rungsröhrchen, bei 4 % war die Gasbildung stark verzögert. Bis zur ersten Gasbildung in die-
sen Ansätzen vergingen sieben Tage und mehr. 2,7 % der getesteten Mutanten hatten nach 24 
Stunden schon genauso viel Gas gebildet wie der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 nach 48 Stun-
den. Bei mehrfachen Wiederholungen konnte aber die Signifikanz der beschleunigten Gärung 
nicht nachgewiesen werden. 10 % der 1048 Mutanten zeigten in geringerem oder stärkerem 
Maße Pseudomycelbildung in den Kulturen. Teilwe
E
Tag  wieder die nor
3
P. stipitis inp53 und weiteren putativen Gärungsmutanten 
Die Charakterisierung eines interessanten Phänotyps ist nur sinnvoll, wenn die Merkmale auf 
nur ein mutiertes Gen zurückzuführen sind. Die Häufigkeit der Vektorintegration in den aus-
gewählten Mutanten wurde mittels Southern-Hybridisierung untersucht. Hierfür wurd
G
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PsHIS3-spezifischen Sonde in eine Southern-Hybridisierung eingesetzt (Abb. 3.29). Die Son-
de wurde mit den Primern PsHIS3-5´DIG und PsHIS3-3´DIG hergestellt. Als Template wurde 
die Gesamt-DNA des Stammes P. stipitis CBS 5774 genutzt. Das Restriktionsenzym BglII 
besitzt keine Erkennungssequenz innerhalb des Integrationsvektors. Die Erkennungssequenz 
des zweiten verwendeten Restriktionsenzyms ScaI liegt außerhalb der PsHIS3-Region der 
Vektoren pNMPsHIS3 und pBSPsHIS3 (Abb. 3.1, Abb. 2.1B).   
igten mit der 
, 2). Die Bande wur-
allen untersuchten P. stipitis Mutanten eine ektopische Einfachintegrationen 
tattgefunden. In die Mutante 8.54 hat vermutlich eine Genkonversion stattgefunden. Die 
(Abb. 3.29, Spur 3, 15) wurden in einer Transformation mit dem 
caI-linearisierten Vektor pNMPsHIS3 hergestellt. Der Verdau der Gesamt-DNA mit der 
Restriktase ScaI, durchgeführt für diese Southern-Hybridisierung, bewirkt ein Herausschnei-
den des Vektors, falls dieser über eine ScaI-Erkennungssequenz in das Genom integriert wor-
den ist. Die Banden, die durch Homologie zu dem Integrationsvektor entstanden sind, hatten 
eine Größe von ~10 bzw. ~12 kb. Der Integrationsvektor pNMPsHIS3 besitzt nur eine Größe 
von ca. 4,3 kb. Das bedeutet, dass zumindest an einer Flanke der Integration die ScaI-
Erkennungssequenz nicht wiederhergestellt wurde.  
 
  1 2      3   4  5   6 7 8   9  10   11  12 13  14 15               VII        bp 
glII der Ge-
Die Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis CBS 5774 ze
PsHIS3-spezifischen Sonde eine 3,2 kb große Bande (Abb. 3.29 , Spur 1
de erzeugt durch die Homologie der Sonde zum Wildtyp-PsHIS3-Gen. Sie zeigte sich auch 
mit der Gesamt-DNA der untersuchten Mutanten (Spur 3 - 15). Mit Ausnahme der Mutante 
8.54 (Spur 10) zeigte sich mit der Gesamt-DNA aller Mutanten ein weiteres Signal. Es hat 
demnach in fast 
s
Banden, die durch Homologie zum integrierten Vektor entstehen, hatten unterschiedliche 
Größen. Somit scheint die Integration in den verschiedenen Mutanten an unterschiedlichen 
Orten der genomischen DNA stattgefunden zu haben.  
Die Mutanten 54.3 und 8.76 
S
 
Abbildung 3.29: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung mit einer PsHIS3-
spezifischen Sonde nach ScaI-/BglII-Verdau der Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis CBS 
5774 (1), P. stipitis 1665 his3-1 (2) und der Mutanten P. stipitis 54.3 (3), ptc1 (4), 8.14 (5), 
inp53 (6), 8.39 (8), 8.53 (9), 8.54 (10), hsp90 (11), 8.64 (13), P. 8.71 (14) und 8.76 (15). Es 
wurde ein Digoxigenin-markierter Größenstandard (7, 12) verwendet (Nr. VII, Roche). 
 
Die Ergebnisse dieser Autoradiographie konnten durch eine Southern-Hybridisierung mit der 
PsHIS3-spezifischen Sonde nach Doppelverdau mit den Restriktasen ClaI und B
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samt-DNA der verschiedenen Stämme bestätigt werden. Die erkennbaren Phänotypen dieser 
11 Mutanten sind somit mit großer Wahrscheinlichkeit auf nur ein mutiertes Gen zurückzu-
führen.   
3.2.3 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis ptc1 
gewicht, 
3.2.3.1 Physiologische Charakterisierung der Mutante P. stipitis ptc1 
Die physiologische Charakterisierung der Mutante P. stipitis ptc1 erfolgte im Sensomat-
system unter aeroben, semiaeroben und hypoxischen Bedingungen. Die in den Abbildungen 
dargestellten Ergebnisse stellen Mittelwerte dreier unabhängig voneinander durchgeführten 
Messungen dar. 
 
Die Zelltrockengewichte aus den Kultivierungen der Stämme 1665 und ptc1 sind in Prozent-
werten angegeben (Abb. 3.30). Die Prozentwerte beziehen sich auf das Zelltrocken
das der Transformationsstamm 1665 unter den jeweiligen Kultivierungsbedingungen maximal 
erreichte (siehe Abb. 3.28).  
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s ist deutlich zu sehen, dass der Wachstumsdefekt der Mutante ptc1 in Abhängigkeit von der 
auerstoffversorgung unterschiedlich stark ausgeprägt ist. So deutete sich an, dass der Wachs-
msdefekt unter aeroben Kultivierungsbedingungen nur geringfügig war (Abb. 3.30A). In 
er Kultivierung unter semiaeroben Bedingungen hingegen wies die Mutante ptc1 eine deut-
ch geringere Wachstumsrate als der Transformationsstamm auf (Abb. 3.30B). Die im Gluco-
e- bzw. Xylosemedium angezogenen Zellen des Stammes 1665 zeigten eine Wachstumsrate 
on 0,34 h-1 bzw. 0,32 h-1. Dagegen wiesen die im Glucose- bzw. Xylosemedium angezoge-
en Zellen der Mutante ptc1 eine Wachstumsrate von  0,23 h-1 bzw. 0,19 h-1 auf.  
nter hypoxischen Bedingungen zeigten beide Stämme innerhalb der ersten zehn Stunden der 
Kultivierung eine sehr geringe Wachstumsrate von 0,14 h-1 im Glucose- und 0,10 h-1 im Xy-
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losemedium (Abb. 3.30C). Im weiteren Verlauf der Kultivierungen wurden die Wachstumsra-
ten beide Stämme noch geringer. 
 
Unter diesen hypoxischen Bedingungen zeigte die Mutante P. stipitis ptc1 eine phänotypische 
Besonderheit. Die Zellen wuchsen nach kurzer Zeit in Form von Pseudomycel. Nach zwei bis 
vier Tagen begannen die Zellen in der Kultur aufzusteigen und bildeten eine Art Kahmhaut 
auf der Kulturoberfläche. Um den Effekt zu verdeutlichen wurden Gärungsansätze mit 800 ml 
in einem 1 l-Kulturgefäß angesetzt und 1 Woche ohne Schütteln inkubiert (Abb. 3.31). Unter 
iesen Bedingungen bildete auch der Transformationsstamm 1665 nach sieben Tagen in ge-
inks) und P. stipitis ptc1 (rechts). 
 
 
 
li-
chen Zeitpunkten einer Kultivierung (800 ml Vollmedium,
Schütteln). 
d
ringem Maße Pseudomycel in der Xylosekultur. Die Bildung von Pseudomycel kann einen 
Einfluss auf die Ergebnisse der Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen haben. 
Im Verlauf der Kultivierung zeigten sich mikroskopisch unterschiedlich aussehende Zellfor-
men. Die Kultur wurde mit runden Zellen angeimpft. Im Verlauf der folgenden Stunden bil-
deten sich zunehmend längliche Zellen, die in Pseudomycel übergingen (Abb. 3.32).  
                                                                             P. stipitis 1665 his3-1       P. stipitis ptc1      
 
 
Abbildung 3.31:  Gärungsansätze 
im Vollmedium  mit  3 % Glucose            Glucose 
(oben)  bzw.  3 %  Xylose  (unten)            
der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 
(l
 
                                                                    Xylose 
                                                                 
        
                     zu Beginn                           nach 16 Stunden                    nach 48 Stunden  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.32: Mikroskopische Aufnahmen der Mutante P. stipitis ptc1 aus unterschied
 3 % Xylose, 1l-Kulturgefäß, ohne 
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Mit Hilfe von Quandrantenausstrichen war es möglich, einen pseudomycelbildenden Klon zu 
isolieren, der in Form von makroskopisch rauhen Kolonien wuchs. Mit diesem Klon wurden 
ebenfalls Wachstumskurven durchgeführt. Im Verlauf der Kultivierung unter aeroben und 
semiaeroben Bedingungen zeigte sich eine mit der Zeit zunehmende Neubildung von runden 
Hefezellen. Auf die Ergebnisse wird später in diesem Kapitel eingegangen. 
 
Im Sensomatsystem wies die Mutante ptc1 im Glucosemedium unter aeroben Bedingungen 
einen wesentlich geringeren Sauerstoffverbrauch und eine geringere Kohlendioxidbildung als 
der Stamm 1665 auf (Abb. 3.33A, B). Aufgrund des Verhältnisses der Gasumsätze ergab sich 
für die Mutante ein von Beginn der Kultivierung an konstanter RQ von 1,5, während der  
Stamm 1665 zu Beginn einen RQ von 0,5 zeigte (Abb. 3.33E). Die spezifischen Sauerstoff-
umsatzrate der Mutante war geringer als die des Ausgangsstammes und die spezifische Koh-
lendioxidumsatzrate sank während die des Stammes 1665 stieg (Abb. 3.33C, D). Die Mutante 
ptc1 gärte somit direkt zu Beginn der aeroben Kultivierung, während die Gärung im Trans-
formationsstamm nach sechs Stunden induziert wurde.  
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Abbildung 3.33: O2
fische CO2-Umsatzra
unter aeroben Beding
 
Die im Xylosemediu
tis ptc1 zeigten eben
oxidbildung als der 
eucose         Glucose                                ptc1  roben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante P. stipi-
Gasumsätze 
tante ptc1 ein langsam ansteigender RQ (Abb. 3.34E). Die Gärung wur-
ch ca. acht Stunden Kultivierung induziert, wohingegen sie beim Stamm 
Stunden induziert wurde. Dies deutete sich auch in der im Vergleich zum 
-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B), spezifische O2-Umsatzrate (C), spezi-
te (D) und RQ (E) der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis ptc1 
ungen in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt. 
m unter ae
 
falls einen geringeren Sauerstoffverbrauch und eine geringere Kohlendi-
Ausgangsstamm (Abb. 3.34A, B). Aus dem Verhältnis der 
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Ausgangsstamm später ansteigenden spezifischen Kohlendioxidbildungsrate der Mutante ptc1 
an (Abb. 3.34D). 
Somit zeigte die Mutante P. stipitis ptc1 unter aeroben Bedingungen im Vergleich zum 
Stamm 1665 im Glucosemedium zu einem früheren Zeitpunkt und im Xylosemedium zu ei-
nem späteren Zeitpunkt ein respiro-fermentatives Verhalten. 
 
0
1
2
3
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
-4
-3
-2
-1
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
1665 ptc1
0,00
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
0,04
0,08
0,12
0,0
0,5
1,0
1,5
0 2 4 6 8 101214
Zeit [h]0,00
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
0,04
0,08
0,12
 Abbildung 3.34: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B), spezifische O2-Verbrauchsrate (C),
spezifische CO2-Bildungsrate (D) und RQ (E) der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipi-
tis ptc1 unter aeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % Xylose und 1 % Hefeextrakt. 
 
Unter semiaeroben Bedingungen wiesen die Stämme ptc1 und 1665 im Glucosemedium die 
gleichen steigenden Gasumsätze auf. Aus diesem Grund zeigten auch die spezifischen Gas-
umsatzraten und der RQ der beiden Stämme kaum Unterschiede (Abb. 3.35).  
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Abbildung 3.35: Spezifische
R
gen in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt. 
 
D nde der Kultivierung einen 
höheren RQ als der Transformationsstamm. Somit unterscheide
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semiaeroben Bedingungen im Glucosemedium nicht in ihrem respiro-fermentativen Verhal-
ten, sondern nur in ihrem Wachstum vom Ausgangsstamm (Abb. 3.30). 
Im Xylosemedium waren unter semiaeroben Bedingungen bei Mutante ptc1 geringere Gas-
umsätze zu erkennen als beim Transformationsstammes (Abb. 3.36A, B). Innerhalb der ersten 
neun Stunden der Kultivierung zeigten beide Stämme den gleichen steigenden RQ (Abb. 
3.36E). Im weiteren Verlauf stieg der RQ der Mutante ptc1 stärker an als der RQ des Stam-
mes 1665. Die spezifischen Sauerstoffumsatzraten der beiden Stämme ließen keine Unter-
schiede erkennen, wohingegen die spezifischen Kohlendioxidbildungsraten der Mutante ptc1 
geringer sind (Abb. 3.36C, D). 
Nach acht Stunden Kultivierung im Xylosemedium scheint somit die Gärung bei der Mutante 
ptc1 einen stärkeren Anteil am Stoffwechsel zu haben als beim Ausgangsstamm. 
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Abbildung 3.36: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B), spezifische O2-Umsatzrate (C), spezi-
fische CO2-Umsatzrate (D) und RQ (E) der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis ptc1 
unter semiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % Xylose und 1 % Hefeextrakt. 
 
Das Verhalten der Mutante P. stipitis ptc1 wurde auch unter hypoxischen Bedingungen unter-
sucht (Abb. 3.37). Im Glucosemedium verbrauchte die Mutante ptc1 innerhalb der erst 15 
tunden kaum Sauerstoff (Abb. 3.37A). Auch nach 48 Stunden Kultivierung wurde nur ein
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Gasumsatz von 0,1 g/l erreicht. Die Zellen der Mutante bildeten mehr Kohlendioxid als die 
Zellen des Ausgangsstammes (Abb. 3.37B). Dadurch ergaben sich für die Mutante ptc1 RQs 
von über 100 (Abb. 3.37C, sek. Achse).  
Im Xylosemedium verbrauchte die Mutante ptc1 mehr Sauerstoff als der Ausgangsstamm 
(Abb. 3.37A). Gleichzeitig bildeten beide Stämme die gleiche Men Kohlendioxid (Abb. 
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dem RQ des Stammes 1665 sank der RQ der Mutante ptc1 (Abb. 3.37C). Die Mutante zeigte 
somit innerhalb der ersten Stunden der Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen eine 
stärkere Induktion der Gärung als der Ausgangsstamm. Der Anteil der Gärung am Metabo-
lismus der Mutante sank im Verlauf der Kultivierung. 
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Abbildung 3.37: O
12 160
PLC gemes-
en. Anhand der Zelltrockengewichte wurden die spezifischen Aufnahmeraten bzw. Bildungs-
raten zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung ermittelt.  
 
2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) der Stämme P. stipitis 
1665 his3-1 und P. stipitis ptc1 unter hypoxischen Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-
Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
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Neben den Zelltrockengewichten (Abb. 3.30) wurden im Verlauf der Wachstumskurven auch 
die Glucose- bzw. Xylose- und die Ethanolkonzentration im Medium mittels H
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Abbildung 3.38: Spezifische Zuckeraufnahmerate (A) und spezifische Ethanolbildungsrate 
(B) im Verlauf einer Kultivierung der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis ptc1 in 
PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt unter hypoxischen Bedingungen. 
 
spezifische Zuckeraufnahmeraten 
nerhalb der ersten 25 Stunden der Kultivierung (Abb. 3.38A). Die Entwicklung der Etha-
nolkonzentration der beiden Stämme war für beide Zucker annähernd gleich. Aufgrund der 
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Die Abnahme der Zuckerkonzentration in der Kultivierung der Mutante ptc1 unter hypoxi-
schen Bedingungen war im Vergleich zur Kultivierung des Stammes 1665 geringfügig stär-
ker. Innerhalb der ersten 20 Stunden waren die Zelltrockengewichte der beiden Stämme annä-
hernd gleich. Daraus ergaben sich für die Mutante höhere 
in
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Zelltrockengewichte ergaben sich für die Mutante ptc1 geringfügig höhere spezifischen Etha-
nolbildungsraten im Glucosemedium innerhalb der ersten 25 Stunden (Abb. 3.38B). In der 
Xylosekultivierung war die spezifische Ethanolbildungsrate beider Stämme annähernd iden-
tisch.  
 
Nach Quadrantenausstrich wurde ein pseudomycelbildender Klon der Mutante P. stipitis ptc1 
isoliert. Um festzustellen, ob dieser Klon ein anderes Gärungsverhalten aufweist, wurde mit 
ihm eine Kultivierung unter semiaeroben Bedingungen durchgeführt. Fortan wird dieser Klon 
als ptc1 myc bezeichnet. Es wurde versucht, eine Kultivierung mit einem pseudomycelbilden-
den Klon des Stammes 1665 durchzuführen. Dieser Klon bildete in der Vorkultur zu 50 - 80 
% einzelne, runde Hefezellen. Damit wäre eine weitere Kultivierung nicht sinnvoll. Auch in 
der Kultivierung der Mutante ptc1 myc konnten mit zunehmender Kultivierungsdauer ein hö-
r Anteil einzelner, runder Hefezellen nachgewiesen werden. Am Ende der Kultivierung 
ie Kulturen entsprechend der OD628nm angeimpft wurden. 
ufgrund einer ungleichmäßigen Verteilung der Zellen in der Kultur des Klons ptc1 myc lag 
teilwe
here
(48 Stunden) machten die runden Zellen ca. 50 % der Kultur aus (Abb. 3.39, 3.40).  
 
Die unter semiaeroben Bedingungen im Glucose- und Xylosemedium angezogenen Zellen des 
Klons ptc1 myc zeigten höhere Zelltrockengewichte als die Zellen des Klons ptc1 und des 
Stammes 1665 (Abb. 3.39A, 3.40A). Die Kulturen des Klons ptc1 myc starteten aber auch mit 
einem höheren Zelltrockengewicht als die anderen Kulturen, insbesondere die Xylosekultur. 
Dies kam dadurch zustande, dass d
A
ise eine große Diskrepanz zwischen der OD und dem Zelltrockengewicht.  
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 Abbildung 3.39: Zelltrockengewicht (A), spezifische Aufnahmerate (B), Ethanolkonzentra-
tion (C) und spezifische Ethanolbildungsrate (D) im Verlauf einer Kultivierung der Stämme 
P. stipitis 1665 his3-1, P. stipitis ptc1 und P. stipitis ptc1 myc in PMM-Medium mit 3 % Glu-
cose und 1 % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
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Die spezifischen Zuckeraufnahmeraten des Klons ptc1 lagen unter semiaeroben Bedingungen 
höher als die des Transformationsstammes 1665 (Abb. 3.39B, 3.40B). Die spezifischen Auf-
nahmeraten des Klons ptc1 myc hingegen lagen zumeist niedriger als die des Transformati-
onsstammes. Das bedeutet, dass der pseudomycelbildende Klon anscheinend in der Lage war, 
Glucose und Xylose wesentlich effektiver zu nutzen als der hefezellenbildende Klon. Nach 
drei Stunden stieg die spezifische Glucoseaufnahmerate des Klons ptc1 myc an, zum selben 
Zeitpunkt begann die Ethanolkonzentration im Medium zu steigen (Abb. 3.39C). Aber auch 
der Stamm 1665 bildete ab diesem Zeitpunkt Ethanol und es zeigte sich kein Anstieg in der 
spezifischen Glucoseaufnahmerate. Die spezifische Xyloseaufnahmerate des Klons ptc1 myc 
stieg nach fünf Stunden Kultivierung ebenfalls sprunghaft an, während die Raten des Klons 
ptc1 kontinuierlich absanken (Abb. 3.40B).  
Die spezifischen Ethanolbildungsraten der beiden Klone zeigten in der Glucosekultivierung 
nur geringfügige Unterschiede zu der Rate des Ausgangsstammes (Abb. 3.39D). 
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 Abbildung 3.40: Zelltrockengewicht (A), spezifische Aufnahmerate (B), Ethanolkonzentra-
leich zum Stamm 1665 annähernd die zweifache Menge Ethanol. Während 
se
 
 
 
 
   
miaerob 
tion (C) und spezifische Ethanolbildungsrate (D) im Verlauf einer Kultivierung der Stämme 
P. stipitis 1665 his3-1, P. stipitis ptc1 und P. stipitis ptc1 myc in PMM-Medium mit 3 % Xy-
lose und 1 % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
 
Unter semiaeroben Bedingungen zeigte der Klon ptc1 myc im Xylosemedium eine geringfü-
gig höhere Ethanolbildungsrate als der Stamm 1665 (Abb. 3.40D). Absolut gesehen, bildete 
der Klon im Verg
der Klon ptc1 innerhalb der ersten 11 Stunden der Kultivierung die gleiche Ethanolbildung 
und im weiteren Verlauf eine geringere Ethanolbildung aufwies als der Stamm 1665. Der 
Klon ptc1 wies in der Xylosekultivierung zu Beginn eine geringere spezifische Ethanolbil-
dungsrate als der Stamm 1665 auf, nach fünf Stunden Kultivierung stieg sie an und zeigte 
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ähnliche Raten, wie der Klon ptc1 myc (Abb. 3.40D). Bei der Betrachtung der spezifischen 
Ethanolbildungsraten muss beachtet werden, dass nur die Ethanolkonzentration im Medium 
gemessen wurde. Somit würde eine Reassimilation des Ethanols bewirken, dass die spezifi-
sche Ethanolbildungsrate geringer scheint. Es ist aber vorstellbar, dass die mycelbildenden 
Zellen in einer Stresssituation sind, in der eine verstärkte Induktion der Gärung erfolgt. 
c en Zuckeraufnahmeraten des Klons ptc1 myc sanken stär-
er ab als die des Stammes 1665.  
     
Auch unter aeroben Bedingungen zeigten sich Unterschiede in den Kultivierungen der Klonen 
ptc1 und ptc1 myc. Innerhalb der ersten acht Stunden wiesen die spezifischen Zuckeraufnah-
meraten der drei Stämme kaum Unterschiede auf (Abb. 3.41B, 3.42B). Mit beginnender E-
thanolbildung zeigte der Klon ptc1 höhere spezifische Aufnahmeraten als die beiden anderen 
Stämme, obwohl auch diese Stämme zu diesem Zeitpunkt mit der Ethanolbildung begannen 
(Abb. 3.41C, 3.42C). Die spezifis h
k
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Abbildung 3.41: Zelltrockengewicht (A), spezifische Aufnahmerate (B), Ethanolkonzentrati-
on (C) und spezifische Ethanolbildungsrate (D) im Verlauf einer Kultivierung der Stämme P. 
stipitis 1665 his3-1, P. stipitis ptc1 und P. stipitis ptc1 myc in PMM-Medium mit 3 % Gluco-
se und 1 % Hefeextrakt unter aeroben Bedingungen.  
 
Die Ethanolkonzentration im Glucosemedium des Klon ptc1 myc stieg nach neun Stunden 
Kultivierung an. Sie erreichte nach 11 Stunden eine Konzentration von 0,4 g Ethanol /l und 
blieb konstant bei diesem Wert. Sowohl die Ethanolkonzentration im Medium des Klons ptc1 
als auch im Medium des Stammes 1665 stiegen nach neun bzw. zehn
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 Stunden kontinuierlich 
n (Abb. 3.41C). Die spezifische Ethanolbildungsrate des Klons ptc1 myc erhöhte sich somit 
uch nur kurzzeitig und sank dann wieder (Abb. 3.41D). Hierbei muss wieder berücksichtigt 
a
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werden, dass eine mögliche Ethanolassimilation nicht quantifiziert wurde. Die spezifische 
thanolbildungsrate des Klons ptc1 war geringer als die des Stammes 1665.  E
 
0,1
1
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
lo
g 
TG
10
W
 [g
/l]
 
1665 ptc1 ptc1 myc 
0,0
0,2
0 2 4 6 8 10 12 14
0,4
0,6
Zeit [h]
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
Et
ha
no
lk
on
-
ze
nt
ra
tio
n 
[g
/l]
. 
1,0
 
0,00
0,02
0,04
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [h]
 
Abbildung 3.42: Zelltrockengewicht (A), spezifische Aufnahmerate (B), Ethanolkonzentrati-
on (C) und spezifische Ethanolbildungsrate (D) im Verlauf einer Kultivierung der Stämme P. 
stipitis 1665 his3-1, P. stipitis ptc1 und P. stipitis ptc1 myc in PMM-Medium mit 3 % Xylose 
und 1 % Hefeextrakt unter aeroben Bedingungen. 
 
Unter aeroben Bedingungen begannen der Klon ptc1 und der Transformationsstamm in der 
Xylosekultivierung nach 11 Stunden Ethanol zu bilden (Abb. 3.42C). Beide Stämme zeigten 
 
 
                C                                                                 D 
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 Verlauf der Kultivierung die gleichen spezifischen Ethanolbildungsrate (Abb. 3.42D). Der 
ptc1 myc begann im Gegensatz dazu schon nach sechs Stunden Kultivierung mit der 
 Medium wurde nach neun Stunden eine Konzentration von 0,4 g/l 
emessen, ab diesem Zeitpunkt blieb die Ethanolkonzentration konstant. Daraus ergab sich 
ptc1 myc ein früherer Anstieg in der spezifischen Ethanolbildungsrate als bei 
en anderen beiden Stämmen, die Rate sank aber nach sieben Stunden Kultivierung wieder 
bb. 3.42D). 
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Aus den Kultivierungen der Stämme ptc1 und 1665 unter semiaeroben Bedingungen wurden 
Proben entnommen, um Aktivitäten der Gärungsenzyme und der Enzyme der Xyloseverwer-
tung zu bestimmen. Die Proben stammten von zwei Zeitpunkten, zum einem zu Beginn der 
exponentiellen Wachstumsphase und zum zweiten aus der stationären
weils zwei Bestimmungen mit je zwei Parallele
zwischen den spezifischen Enzymaktivitäten des Ausgangstammes und der Mutante ptc1 
zeigte sich nicht. 
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Zusammenfassend zeigte sich bei der Mutante P. stipitis ptc1 als besonderes phänotypisches 
Merkmal eine Bildung von länglichen Zellen und Pseudomycel. Diese pseudomycelbildenden 
Zellen wiesen unter semiaeroben und aeroben Bedingungen ein scheinbar anderes Verhalten 
bezüglich der Ethanolbildung und der Zuckeraufnahmerate auf als die hefezellbildenden Zel-
len. Eine Interpretation wird erschwert da die Pseudomycelzellen teilweise wieder runde He-
fezellen bildeten. Die Zuckeraufnahmerate des Klons ptc1 myc war innerhalb der ersten Stun-
den der Kultivierung niedriger und die spezifische Ethanolbildungsrate höher. Nach einer 
gewissen Kultivierungsdauer stieg die Zuckeraufnahmerate des Klons ptc1 myc an, die Etha-
nolkonzentration blieb konstant und die spezifische Ethanolbildungsrate sank. 
Der Klon ptc1 zeigte im Vergleich zum Ausgangsstamm einen Wachstumsdefekt unter semi-
aeroben, nicht aber unter aeroben oder hypoxischen Bedingungen. Unter semiaeroben und 
aeroben Bedingungen wies die Mutante ptc1 eine geringere Ethanolbildungsrate auf als der 
Stamm 1665. Unter hypoxischen Bedingungen war eine höhere Ethanolbildungsrate feststell-
ar als beim Ausgangsstamm. Der RQ der Mutante ptc1 war zu Beginn der Kultivierung hö-
erlauf der Kultivierung ab im Gegensatz zu 
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des Einzelstrangüberhangs) verkürzt. Drei Nukleotidpaare der genomischen Sequenz gingen 
ebenfalls während der Integration verloren (Abb. 3.43 Fett gedruckt). 
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nd grau unterlegt. Die homologen Bereiche der Vektorsequenz und 
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des Vektors pBSPsHIS3 folgt in der Mutante ptc1 hinter der Ami-
chen PsPtc1-Aminosäurensequenz (Abb. 3.46) innerhalb der kon-
631. Der durch einen neuen Translationsstop entstehende Psptc1-
st 378 bp groß und die abgeleitete Aminosäurensequenz weist eine 
 mit der konservierten Domäne COG0631 auf. Nach dem Transla-
 putativen Polyadenylierungssignale. Es folgen in der Sequenz das 
d e
 
(AmpR) und die PsHIS3-Region des Vektors. Im Anschluss an die 
folgt ein 472 bp großer Leserahmen, essen abgeleit te Aminosäu-
Übereinstimmung mit der konservierten Domäne COG0631 zeigt.
sptc1-Gens und des Wildtyp PsPTC1-Gens mit dem folgenden Le-
ildung 3.44 dargestellt. Der folgende Leserahmen zeigt eine Ähn-
. Dies ist eine Kupfertransport-P1-ATPase, die aus zwei hinterein-
metallbinderegionen und einer Kationentransport-ATPase besteht.  
AmpR PsHIS3 COG0
a des mutierten Psptc1-Gens und des PsPTC1-Gens inklusive des 
ie konservierte Domäne des PTC1 (COG0631), die Regionen des 
as putative Stromabwärtselement (AAGGA), die Stop-Signale 
ive Polyadenylierungssignal sind markiert.   
631  
CRD1 
 TAG  putatives Polyadenylierungssignal
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3.2.3.3 Charakterisierung des PsPTC1-Gens 
Der sich für das PsPTC1-Gen ergebende 1118 bp große Leserahmen kodiert für ein 367 Ami-
nosäuren langes Protein. Die abgeleitete Aminosäurensequenz des Gens ist im Einbuchsta-
ben-Code dargestellt (Abb. 3.46). Die Codonnutzung des Gens PsPTC1 (Tab. 3.12) zeigt, 
dass 59 von 61 möglichen Tripletts verwendet werden. Die Codonneigung für dieses Gen 
liegt somit niedrig, aber auch bei PTC1 von S. cerevisiae werden 59 von 61 möglichen 
ripletts genutzt. Für das PsPTC1-Gen wurde ein CBI von 0,21 berechnet (Bennetzen und 
-
 
 
T
Hall, 1982b). Der CBI des ScPTC1-Gens beträgt -0,043. In einem negativen CBI kommt zum 
Ausdruck, dass die so genannten nicht-bevorzugten Codons in diesem offenen Leserahmen 
leicht bevorzugt werden. Statistische Analysen zeigen eine starke Korrelation zwischen der 
Häufigkeit so genannter bevorzugter Codons und der Expressionshöhe des entsprechenden 
Gens (Gouy und Gautier, 1982; Sharp et al., 1986; Jansen et al., 2003). Das heißt, dass ho
chexprimierte Gene eine starke Tendenz zur Nutzung nur bestimmter Codons zeigen. Daraus 
kann geschlossen werden, dass es sich bei PTC1 um ein schwach exprimiertes Gen handelt.  
In den Codonnutzungen von verschiedenen P. stipitis-Genen (9298 Codons wurden berück-
sichtigt) liegt die Nutzung der Tripletts CGA, CGG und GCG unter 1 %. Die Nutzung dieser 
drei Tripletts liegt auch im PsPTC1-Gen sehr niedrig, für das Triplett CGA beträgt sie 0,8 %, 
für CGG 0 % und für GCG 0,3 %.   
Tabelle 3.12: Codonnutzung des Gens PsPTC1 
AS Codon zahl AS Codon zahl AS Codon zahl Codon zahl
An- An- An- AS An-
9 Tyr TAT 3 Cys TGT 5Phe TTT 9 Ser TCT  
TTC TCC 6 Tyr TAC 3 Cys Phe 9 Ser TGC 1 
TTA TCA 2 Ochre TAA 0 Opal Leu 1 Ser TGA 0 
TTG TCG 10 Amber TAG 1 Trp Leu 13 Ser TGG 4 
3 His CAT 3 Arg CGT 4 Leu CTT 4 Pro CCT 
1 His CAC 4 Arg CGC 1 Leu CTC 3 Pro CCC 
Leu CTA 3 Pro CCA
Leu CTG 4 Pro 
 4 Gln CAA 4 Arg CGA 3 
CCG 5 Gln CAG 3 Arg CGG 0 
Ile ATT
Ile 
Ile 
Met 
 
ATC 6 Thr 
ATA 6 Thr 
ATG 6 Thr 
5 Thr ACT
ACC 5 Asn 
ACA 6 Lys 
ACG 3 Lys 
10 Asn AAT 
AAC 
AAA 
AAG
11 Ser AGT 
17 Ser AGC 
11 Arg 
7 Arg 
AGA 13
6
 
 
5 
AGG 1 
15 Gly 4 Ala GCT 9 Asp GAT Val GTT GGT 4 
16 Gly GTC 8 Ala GCC 8 Asp GAC Val GGC 9 
GAA 16 Gly GTA 11 Ala GCA 13 Glu Val GGA 9 
GAG 3 Gly GTG 3 Ala GCG 1 Glu Val GGG 0 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
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Funktionelle Elemente in PsPTC1 
 
-
 
gion von -182 bp bis -177 bp vor dem Translationsstart. Eine putative CAAT-Box befi
 
Die Nukleotidsequenz des PsPTC1-Gens inklusive der 5´-nicht-translatierten Region und der
funktionellen Elemente ist in der Abbildung 3.45 dargestellt. Im 5´Bereich des offenen Lese
rahmens des Gens PsPTC1 kommen typische eukaryontische Promotorelemente vor. Eine
putative TATA-Box mit der Konsensussequenz TATA(T/A)A(T/A) befindet sich in der Re-
ndet 
sich von -362 bp bis -366 bp und eine mögliche GC-Box in der Region von -205 bp bis -210
bp. 
Eine putative Bindungsstelle mit der Konsensussequenz TTATC für Bindefaktor ABF2 (ARS 
binding factor 2) findet sich stromaufwärts in der Region -125 bp bis -129 bp. Dieser Faktor 
-
n 
-
-
d 
 A 
p 
e 
 
t
ist in S. cerevisiae in Stressantworten involviert, insbesondere auf osmotischen Stress (Kim et 
al., 2004). Putative MIG1-Bindemotive mit der Konsensussequenz AATTG bzw. TTATA
CATT finden sich von Nukleotid -293 bp bis -297 bp und -274 bp bis -278 bp bzw. vo
Nukleotid -63 bp bis -55 bp. Dieses Bindemotiv wird in S. cerevisiae durch die C-Quelle re
guliert und ist involviert in die Antwort auf osmotischen Stress (Proft und Serrano, 1998). 
Des Weiteren sind putative cis-regulatorische Signale, die die Formation des 3´-Endes unter-
stützen, zu finden. Das so genannte Stromaufwärts-Element mit der Konsensussequenz TA
TATA (-504 bp bis -509 bp) verbessert die Effizienz der Stromabwärtselemente (Zar t ue  n
Sherman, 1982). Ein mögliches Stromabwärts-Element mit der Konsensussequenz AAGA
befindet sich mehrfach im PsPTC1-Gen (782 bp bis 786 bp, 1017 bp bis 1021 bp und 1089 b
bis 1093 bp). Dieses Signal ist bei S. cerevisiae für die Positionierung des poly(A)-Schwanzes 
mitverantwortlich (Zaret und Sherman, 1982; Russo et al., 1993). Eine A-reiche Region, di
das Polyadenylierungssignal darstellen könnte, befindet sich 112 bp bis 134 bp hinter dem
Transla ionsstop (Shatkin und Manley, 2000).  
 
 
-509  TATATAAAAG CCAAATTACT TGTAATACAG AATAGAAGCT GAGACTCTAA  ACGTATACCG 
-449 CCTCCAGCCT CGCTCCATGC CTGTCTTTTT GT CTCTACCC  ATTTGTAGTC TTGCTTTCCA 
TT TGCTACAAAA GTTCAGTAAA -389 TATGCTCTTG CCGCTGCCTG CATCCAGTCA  CCCCCAGC
-329 CGTATTTGAA TCCGTACCTG  TTGTTTCGTC ATAATTGCAA CCGGTTACTT TAATTGCCGC 
G TGGACGCTTG 
TAT AAAGCAGAAG CTGGTAATTT  CTGAATCAAC 
-269 ATCATCATCC  AGCACTCGGG ACAGCACTCC AG ATTCCGC AACCGCTATT 
-209 GCGGTTGTAT CTTCTCAAAA TTTGTAC
-149 TTTCTTCAGC TATATTATTA TTATCGAAAT TTGTATTTTT  GACGTTTCAG ATTCTTGCGT 
  -89 TGTTTCACCA CTATTACCAC CACTATTTAT  ACATTTACAA CATATACACT GATCTCAACC 
  -29 GTTGACGAAT ACACAACAGA  TCCATCGGA(-1) ATGAGCTCGC AATCCGCAGA  TTCGTCGGAG 
    31 CCTCCGTCCA  TATCCACGTC TACATCTTCT AATAGTAACA GAGTACCGGG AACAGCCCGA 
    91 GCCCGCAACT CGACTAGTCT 
  151 
GGAACAGTTG TTGGATTCCA GTGATCCGTT  CTTTGGACTC 
TCGTTCAAAG TTGGAGTCGC CGAAAACAAA AATACAACCT  TCAGAAACAG AATGGAAGAT 
CATTTTT 
 
CG TTTTGACTTG 
  211 GTCCATACCT ATATTGCAAA CTTTGCCGAA  CGTGTCGATT GGGGCTACTT TGC
  271 GACGGCCATG CCGGCAAAGG  AACTGCCAGA TGGTGTGGAA ACAATTTGCA CACCTTGCTA
  331 GAAAACGAGA  TCGATAGCCA TGACGACAAT GCAGCTCCCT TGCTGGGC
  391 AAAGACAATC TTTGTAATGC ATTCGTAAAA GCTGACGAGT TGATAGAAAA  GGAAGGCGCA 
  451 GGCTCTTCTG GCAGCACTGC AGCAGTAGCA GTACTTCGTT  GGGAAACTGT AGGCGACGAT 
  511 CTAGCTGAAA AGCCATCAGC CGAAAGTAAA  TCTGAAAGCA AATCTGCAAC TAGCACATCG 
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  571 GAAAACTCTA CTTCCAATAC  TCTTAATCCG CCAATCAGTT TTGACTTCGT ACCGGCATTT 
  631 AACCACCGAA  GAATGCTCTA TACGTCTAAC GTGGGCGATC TGAGAATAGT CTTGTGTCGT 
  691 GGAGGTAAAC CTTACAGACT CTCGTACGAC CACAAGGCAA TAGACGTAAA  CGAAGTAAAT 
  751 AGAATTAGAC TGTCGGGAG GTTTGGTAAT GAAGAACAGA  GTCAACGGTG TTCTTGCTGT 
  811 TACAAGATC GCTAGGAGAC TCGTATATGA  AAGATATCGT CATTGGACGA CCATTCACGA 
871 CTGCTACTGA AATCACACCT  GAAGACGAAT TCTTGATCAT AGCGTGTGAC GGTGTTTGGG 
931 ATGTGATTTC  CGACCAGAAA GCTTGTAGAT TTGTCCAAAA CTTGTTCGAT AGTGACAGGG 
  
  
  991 ATAATGCTGA TCCACAGGCT GCTGCAAAGA AATTGTGCCA ATTGGCAATC  GACAACTCAA 
1051 CCACCGATAA CGTAACTGTC ATGATAGTAA AGTTTGATAA  GAATGTGTTC AACCACAGAT 
1111 TACAATAG 
Abbildung 3.45: Nukleotidsequenz des PsPTC1-Gens inklusive der 5´-nicht-translatierten 
Regionen; mögliche Promotorelemente sind fett geschrieben; mögliche cis-regulatorische 
Elemente sind unterstrichen. Weitere Erklärungen befinden sich im Text. Der Translati-
onsstart und die folgenden Basen sind kursiv gedruckt. 
 
Die Ptc1p-Aminosäurensequenzen anderer Hefen werden mit P. stipitis verglichen (Abb. 
3.46). Die Proteinlängen variieren zwischen 266 Aminosäuren bei Candida glabrata und 332 
Aminosäuren bei C. albicans. Die Sequenzähnlichkeiten sind eher gering und betragen für D. 
hansenii 62 %, für C. albicans 59 %, für S. cerevisiae 40 %, für K. lactis und C. glabrata 43 
% und für S. pombe 31 %. Berücksichtigt wurden hierbei nur die identischen Aminosäuren. 
Die konservierte Domäne des Ptc1 Proteins COG0631 befindet sich N-terminal von der Ami-
nosäure 64 bis zur Aminosäure 332 (Abb. 3.46). Innerhalb dieser Domäne findet sich ein kon-
serviertes Motiv mit der Konsensussequenz [LIVMFY]-[LIVMFYA]-[GSAC]-[LIVM]-
[FYC]-D-G-H-[GAV]  (Aminosäure 87 - 95). Der konservierte Aspartatrest ist wichtig für die 
40 
Bindung eines zweiwertigen Kations, in der Regel Mangan. Die zweiwertigen Kationen sind 
verantwortlich für die Aktivität der monomeren Protein-Phosphatase 2C (Das et al., 1996).  
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160 
PsPtc1   - - - - - - - - - - - - - - N A A P L L G R F D L K D N L C N A F V K A D E L I 
DhPtc1  G N S N N L P N Q G N E V D N S A P L S S K C F M Q D Y L N T T F I K A D E  L I 
CaPtc1  - - -  - - - - - - - E  G S P P P T P I T G K D D L R E D L Y K C F V K A D E  L I  
KlPtc1   - - -  - - - - - - - - - - - E A R - - - - - - D L R D V L N D S F V H A D N E I  
ScPtc1   - - -  - - - - - - - - - - - R - - - - - - - - D V R D V L N D S F L A I D E  E I 
CgPtc1  - - -  - - - - - - - - - - - K - - - - - - - - D V R D V L N E S F V M I D K Q I   
SpPtc1   - - -  - - - - - - - - - - - R L V T - - - - - D L M D E - - - T F V E V N S  K I  
200 
PsPtc1   E K E G A G S - S G S T A A V A V L R WE T V G D D L A E K P S A E S K S E S K 
DhPtc1  E K E K N G S - A G C T A A V A V L R WE T - - D D S K V L P E S S Q P P E N N  
CaPtc1  E K S G Q G K - S G C T A A V A V L R WE S  D N - - - - E E P V S H T K S Q D G 
KlPtc1   N N A L K G N - S G C T A A V C V L R WE I - - - - - - - - - - - - - - - - - P 
ScPtc1   N T K L V G N - S G C T A A V C V L R WE -  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
CgPtc1  N K D L Q G N - S G C T A A V C V L R WE L - - - - - - - - P D G C T E Q E E M  
SpPtc1   A K A T H N D I C G C T A A V A F F R Y E -  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
 240 
PsPtc1   S A T S T S E N S T S N T L N P P I S F D F V P A F N H R R M L Y T S N V G D L  
DhPtc1  S G - - - - - - - - - - - - - - - - - F  D F M P S P N H R R M L Y T S N V G D L 
CaPtc1  G - - - - - - - - - - - - - - - - - K F  D F K P T K N H K R L L Y T S N V G D S  
KlPtc1   D T T V P S E D E T I N L Q Q - - - - -   -  - - - - - - H K R M L Y T  A N V G D T  
ScPtc1   - - - - - - - - - - - - - L P D S V S D D S M D L A Q H Q R K L Y T A N V G D S  
CgPtc1  D L T K - - - - - - - - - - - - - - - -   - - - - - - - H K R K L Y T  A N V G D S 
SpPtc1   - - - - - - K N R T - - - - - - - - - -   - - - - - - - - R R V L Y T  A N A G D A 
280 
PsPtc1   R I V L C R G G K P Y R L S Y D H K A I D V N E V N R I R L S G G L V M K N R V 
DhPtc1  R I V L Y R K G K S Y R L T Y D H K A T D S N E I N R I R D S G G L I M K N R V 
CaPtc1  R I V L C R A G Q A Y R L S Y D H K A T D T H E I N R I E D N G G L V L K N R V 
KlPtc1   R V V L F R N G N S I R L T Y D H K A S D I L E L Q R V E N A G G L I M K S R V 
ScPtc1   R I V L F R N G N S I R L T Y D H K A S D T L E M Q R V E Q A G G L I M K S R V 
CgPtc1  R I V L F R N G Q S I R L T Y D H K A S D P L E M Q R V E K A G G L I M K S R V 
SpPtc1   R I V L C R D G K A I R L S Y D H K G S D A N E S R R V T Q L G G L M V Q N R I 
320 
PsPtc1   N G V L A V T R S L G D S Y M K D I V I G R P F T T A T E I - T P E D E F L I I 
DhPtc1  N G V L A V T R S L G D S Y M K D L V I G N P F T T A T E I - T D E D E F M I  L 
CaPtc1  N G V L A V T R S L G D T Y M K S L V I G V P F T T A T E I - T A D D E F I I I 
KlPtc1   N G M L A V T R S L G D K F  F D S L V V A N P F T T S V E I - T T S D Q F L I I 
ScPtc1   N G M L A V T R S L G D K F F D S L V V G S P F T T S V E I - T S E D K F L I L 
CgPtc1  N G M L A V T R S L G D K F  F D S L V V G S P F T T S V E I - T P A D Q F L I I 
SpPtc1   N G V L A V T R A L G D T Y L K E L V S A H P F T T E T R I WN G H D E F F I I 
360 
PsPtc1   A C D G V W DV I S D Q K A C R F V Q N L F D S D R D N A D P Q A A A K K L C Q 
DhPtc1  A C D G V W DV I S D I K A C Q F V A E T F K K D G D - - D Q Q L A A K K L C Q 
CaPtc1  A C D G L W DV V S D K H A C K L A A E S F - - - K Q G Y S P S Q V A K K L C Q  
KlPtc1   A C D G L W DV I E D H E A C E M I - - - - - - - K D I N N P N E A A R V L V R 
ScPtc1   A C D G L W DV I D D Q D A C E L I - - - - - - - K D I T E P N E A A K V L V R 
CgPtc1  A C D G L W DV I D D Q E A C E M I Q - - - - - - - D I E D P H  E A A R A L V R  
SpPtc1   A C D G L W DV V S D Q E A V D F V R N F - - - - - - - V S P R  E A A V R L V E  
 384 
PsPtc1   L  A I D N S T T D N V T V M  I V K F D K N V F N  
DhPtc1  L A M D N S T T D N V T V M  I V K F D R K V F 
CaPtc1  F A I E L S T T D N V T V M V V Q L D N D V F S 
KlPtc1   Y A L E N G T T D N V T V M V I F L D T S Q E N      
ScPtc1   Y A L E N G T T D N V T V M V V                  
CgPtc1  N A L E R G T T D N V T V M V V 
SpPtc1   F A L K R L S T D N I T C I V V N L T R N         
 
Abbildung 3.46: Vergleich der Ptc1p-Aminosäurensequenzen von P. stipitis (Ps), D. hanse-
i (Dh visiae
p). 
ni ), C. albicans (Ca), K. lactis (Kl), S. cere  (Sc), C. glabrata (Cg) und S. pombe 
(S
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3.2.4 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis hsp90 
3.2.4.1 Physiologische Charakterisierung der Mutante P. stipitis hsp90 
ie in einer Southern-Hybridisierung nachgewiesen, entstand die Mutante P. stipitis hsp90  
semiaeroben Bedingungen be-
eine Wachstumsrate von 0,34 h-1 im 
lucosemedium und 0,32 h-1 im Xylosemedium. Die Zellen der Mutante hsp90 erreichten in 
der Glucosekultivierung ca. 49 % des Biomasseertrages des Stammes 1665 und im Xylose-
medium ca. 32 %.  
Unter aeroben Bedingungen betrug die Wachstumsrate der Mutante hsp90 im Xylosemedium 
0,20 h-1, während die des Ausgangsstammes 0,30 h-1 betrug. Im Glucosemedium zeigte die 
Mutante eine Wachstumsrate von 0,23 h-1 und der Stamm 1665 eine Rate von 0,34 h-1. In der 
Xylosekultivierung erreichte die Mutante hsp90 unter aeroben Bedingungen ca. 50 % des 
Biomasseertrags des Ausgangsstammes, während sie im Glucosemedium denselben Biomas-
seertrag erreichte wie der Ausgangsstamm. Die Zellen der Mutante hsp90 wiesen unter aero-
ben und semiaeroben Bedingungen einen Wachstumsdefekt auf, der somit unabhängig vom 
Sauerstoffangebot war.  
W
durch eine Einfachintegration des Vektors pNMPsHIS3 in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1-
(Abb. 3.29, Spur 11). Die physiologische Charakterisierung der Mutante hsp90 erfolgte durch 
Kultivierungen im Sensomatsystem unter aeroben, semiaeroben und hypoxischen Bedingun-
gen. Die in den Abbildungen dargestellten Ergebnisse stellen Mittelwerte von drei unabhän-
gig voneinander durchgeführten Messungen dar. 
 
Die unter semiaeroben und aeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante hsp90 
zeigten im Vergleich zu denen des Stammes 1665 eine geringere Wachstumsrate, insbesonde-
re bei der Kultivierung im Xylosemedium (Abb. 3.47). Unter 
trug die Wachstumsrate der Mutante im Glucosemedium 0,16 h-1 und im Xylosemedium 0,10 
h-1. Der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 hingegen zeigte 
G
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ildung 3.47: Zelltrockengewicht der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis h
                                 aerob                                                   semiaerob 
 
 
 
                                                  Xyloseerlauf der Kultivierung in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt unter 
ben (A) bzw. semiaeroben Bedingungen (B). 
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Unter semiaeroben Bedingungen zeigte die Mutante hsp90 einen geringeren Sauerstoff-
verbrauch und eine geringere Kohlendioxidbildung als der Stamm 1665, insbesondere im Xy-
losemedium (Abb. 3.48A, B). Die nach 48 Stunden erreichte maximale Kohlendioxidbildung 
der Mutante im Xylosemedium betrug nur 40 % der Kohlendioxidbildung des Ausgangs-
Mutante nach 25 Stunden erreicht, wohingegen der Stamm 1665 nach 15 Stunden 
inen maximalen RQ von 28 erreichte. Auch der sich für die Mutante im Xylosemedium er-
ebende RQ ist geringer als der des Ausgangsstammes (Abb. 3.48C). Innerhalb der ersten 
wei Stunden der Xylosekultivierung stieg der RQ der Mutante hsp90 auf einen anschließend 
onstant bleibenden Wert von 1,3 an. 
ie Mutante hsp90 zeigte unter diesen Bedingungen im Vergleich zu dem Stamm 1665 eine 
geringere spezifische Kohlendioxidbildungsraten (Abb. 3.48E). 
stammes. Im Glucosemedium wurde von beiden Stämmen der gleiche Umsatz an Kohlendi-
oxid erreicht. Der sich für die Mutante hsp90 im Glucosemedium ergebende RQ zeigte einen 
geringeren Anstieg als der des Stammes 1665 (Abb. 3.48C). Der maximale RQ von 10 wurde 
von der 
e
g
z
k
D
Die Ergebnisse der Glucosekultivierung deuten an, dass die Mutante hsp90 die Gärung gerin-
ger induziert als der Ausgangsstamm. In der Xylosekultivierung der Mutante fand keine In-
duktion der Gärung unter semiaeroben Bedingungen statt.  
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Abbildung 3.48: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B), RQ (C), spezifische O2-
Verbrauchsrate (D) und spezifische CO2-Bildungsrate (E) im Verlauf einer Kultivierung der 
m die Charakterisierung der Mutante hsp90 unter semiaeroben Bedingungen zu vervollstän-
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Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis hsp90 unter semiaeroben Bedingungen in 
PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
U
digen, wurden die Zucker- und die Ethanolkonzentration im Verlauf der Kultivierung mittels 
HPLC bestimmt (Abb. 3.49). Der Transformationsstamm 1665 zeigte innerhalb der ersten 
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acht Stunden der Kultivierung sinkende spezifische Aufnahmeraten. Für die Mutante hsp90 
ergaben sich innerhalb dieses Zeitraumes steigende spezifische Zuckeraufnahmeraten (Abb. 
ng in der Xylosekultivierung (Abb. 3.48). In der Gluco-
ekultivierung begannen die Zellen der Mutante hsp90 nach neun Stunden Ethanol zu bilden. 
3.49A, B).  
Ethanol war nur in der Glucosekultur der Mutante hsp90 zu messen. Dies steht in Einklang 
mit der fehlenden Induktion der Gäru
s
Die Ethanolkonzentration stieg auf einen konstant bleibenden Wert von 1,8 g/l an (Abb. 
3.49D). Dadurch zeigte die Mutante eine geringere spezifische Ethanolbildungsrate als der 
Transformationsstamm (Abb. 3.49C). Ob die Ethanolbildungsrate tatsächlich sank oder ob die 
Zellen begannen Ethanol zu assimilieren kann aus den Ergebnissen nicht abgeleitet werden.  
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in der Xylosekultivierung (Abb. 3.50A, B). Au
sekultivierung einen geringeren RQ. In der Xy
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nolbildungsrate (C) und Ethanolkonzentration 
stipitis hsp90 im Verlauf einer Kultivierung in
Hefeextrakt unter sem
aeroben Bedingungen angezogenen Zellen der M
fische Sauerstoffverbrauchs- und Kohlendioxi
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e die Mutante hsp90 im Vergleich zum Aus-
ingungen geringere Gasumsätze, insbesondere 
ch zeigte die Mutante wiederum in der Gluco-
losekultivierung blieb der RQ unter 1,3 (Abb. 
 Xylosemedium die Gärung nicht. Die unter 
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(D) der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. 
 PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1
utante hsp90 zeigten wieder geringere spezi-
dbildungsraten als der Ausgangsstamm (Abb. 
ten die Zellen der Mutante eine steigende spe-
sekultivierung. 
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Die Mutante hsp90 induzierte auch unter aeroben Bedingungen die Gärung im Glucosemedi-
um geringfügig und im Xylosemedium überhaupt nicht. 
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1,5           A                                          B                                                   
          D                                                  E                                               1665 Glucose             Glucose  1665 Xylose             Xylose
2-
s Stammes 1665 sanken (Abb. 3.51A, B). Vergleicht man 
ginn der exponentiellen Phase zu stei-
en (Abb. 3.47A). Die Menge aufgenommener Xylose wurde anscheinend nicht im entspre-
    hsp90                                                       hsp90 
bbildung 3.50: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B), RQ (C), spezifische O
erbrauchsrate (D) und spezifische CO2-Bildungsrate (E) im Verlauf einer Kultivierung der 
tämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis hsp90 unter aeroben Bedingungen in PMM-
edium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
uch im Verlauf der Kultivierung unter aeroben Bedingungen wurden die Zucker- und die 
thanolkonzentrationen mittels HPLC bestimmt (Abb. 3.51). Die Mutante hsp90 zeigte ein 
hnliches Verhalten wie schon unter semiaeroben Bedingungen. Die spezifischen Zuckerauf-
ahmerate stiegen, während die de
en Verlauf der spezifischen Xyloseaufnahmerate mit der Zelltrockengewichtszunahme, be-
ann die Xyloseaufnahmerate der Mutante hsp90 zu Be
henden Maße in Zelltrockengewicht umgesetzt. 
ie im Glucosemedium angezogenen Zellen der Mutante hsp90 wiesen eine geringere spezi-
ische Ethanolbildungsrate auf als die Zellen des Ausgangsstammes (Abb. 3.51D). Die im 
ylosemedium angezogenen Zellen der Mutante hsp90 zeigten keine Ethanolbildung (Abb. 
.51C). 
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Abbildung 3.51: Spezifische Glucose- (A) bzw. Xyloseaufnahmerate (B), spezifische Etha-
nolbildungsrate (C) und Ethanolkonzentration (D) der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. 
stipitis hsp90 im Verlauf einer Kultivierun
Hefeextrakt unter aeroben Bedingungen. 
 
Die Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen erfolgte nur im Sensomatsystem (Abb. 
3.52). Die Mutante hsp90 verbrauchte im Glucosemedium weniger Sauerstoff aber bildete 
mehr Kohlendioxid als der Ausgangsstamm (Abb. 3.52A, B). Daraus ergab sich für die Mut-
ante hsp90 in der Glucosekultivierung ein RQ, der um den Faktor drei höher war als der des 
Stammes 1665 (Abb. 3.52C). 
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In der Xylosekultivierung zeigte die Mutan
verbrauch wie der Stamm 1665 aber eine g
Abbildung 3.52: O2-Verbrauch (A), CO2-Bil
rung der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und
Quelle und 1 % Hefeextrakt unter
 
 
n Bedingungen.  
te hsp90 einen ähnlich steigenden Sauerstoff-
eringere Kohlendioxidbildung (Abb. 3.52A, B). 
dung (B) und RQ (C) im Verlauf einer Kultivie-
 P. stipitis hsp90 in PMM-Medium mit 3 % C-
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Der RQ der Mutante hsp90 erreichte in der Xylosekultivierung erst nach 14 Stunden einen 
ert von 1,3 (Abb. 3.52C).  
er Anteil der Gärung am Metabolismus der Mutante hsp90 ist im Glucosemedium somit 
öher als bei dem Ausgangsstamm. Im Xylosemedium zeigte sich unter hypoxischen Bedin-
ungen ein langsam steigender RQ.  
ierung der Mut-
te hsp90 zeigte sich keine Aktivierung der PDC und der XR zwischen der frühen exponen-
er Kultivierung des Transformationsstammes 
W
D
h
g
 
Aus den Kultivierungen unter semiaeroben Bedingungen wurden Proben genommen, um die 
spezifische Aktivität der Gärungsenzyme und der Enzyme der Xyloseverwertung zu bestim-
men. Die Proben wurden zu Beginn der exponentiellen und in der stationären Wachstumspha-
se genommen. Alle getesteten Enzyme wiesen in der Mutante hsp90 eine geringere spezifi-
sche Aktivität als im Transformationsstamm (Abb. 3.53). In der Xylosekultiv
an
tiellen und der stationären Wachstumsphase. In d
zeigte sich keine Aktivierung der XDH. Die Aktivität der XDH lag in der Mutante hsp90 um 
den Faktor zwei bis drei niedriger als im Transformationsstamm.  
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In Euka nz  i s H Pro  e ell ( ich al 9). evis  
be wei en  H Fam e, ür fa tis  I me
in ren as SP rd d ch escho uzi  un s S 2 w  
r Gene ist für S. cerevisiae letal. Wurden Mutati-
nskombinationen im ScHSP82- oder ScHSC82-Gen erzeugt, konnten die Mutanten bei Tem-
sen (Borkovich et al., 1989).  
      
       
054 ist ebenfalls nur eine Sequenzhomologie zu den HSP90-Genen anderer He-
bbildung 3.55: Autoradiogramm einer Southern-Hybridisierung mit einer PsHSP90-
ryonte
sitzt z
s kodie
ellen st da sp90-
SP90-
82 wi
tein ssenti Borkov
st iden
ck ind
 et ., 198  S. cer
n des Hsp90-
cHSC8
iae
z.B.  G e der ili die f che sofor
Prote . D  ScH ur  Hitz ert d da ird
konstitutiv exprimiert. Eine Disruption beide
o
peraturen über 25 °C nicht mehr wach
Die Mutante P. stipitis hsp90 konnte wachsen, wenn sie auf Vollmediumplatten bei 25 oder 
28 °C inkubiert wurde, nicht aber bei 37 °C (Abb. 3.54). Die P. stipitis-Stämme CBS 5774, 
1665 und PJH53 und die Mutanten ptc1 und inp53 wuchsen bei allen drei Temperaturen.  
 
                                                                   
                                                
                                                
                                                            25 °C                         28 °C                         37 °C 
Abbildung 3.54: Wachstum 
der P. stipitis-Stämme:          
                                                               
                                                                           
                                                               
 
 
In diesem Zusammenhang ist es interessant, ob P. stipitis ein HSP90-Gen oder wie S. cerevi-
siae zwei besitzt. Zur Klärung wurde eine Southern-Hybridisierung mit einer HSP90-
spezifischen Sonde durchgeführt (Abb. 3.55). Für den Verdau der Gesamt-DNA der Stämme 
P. stipitis hsp90, P. stipitis CBS 5774 und P. stipitis 1665 his3-1 wurden unterschiedliche 
Restriktasen eingesetzt. In jeder Spur war nur ein Signal erkennbar (Abb. 3.55). Demnach 
besitzt P. stipitis nur ein HSP90-Gen. In der publizierten Genom-Datenbank des Stammes P. 
stipitis CBS 6
1665 his3-1 (1), CBS  
5774 (2), PJH53 trp5-10  
his3-1 (3), hsp90 (4), ptc1  
(5), inp53 (6) auf YEP. 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
fen zu finden (genome.jgi-psf.org/Picst3.home.html). Bei allen verwendeten Restriktasen 
zeigte sich mit der Gesamt-DNA der Mutante hsp90 ein Signal in einer anderen Höhe als bei 
der Gesamt-DNA aus den beiden anderen Stämmen. Dies ist nochmals eine Bestätigung, dass 
das PsHSP90-Gen der Mutante hsp90 durch die Integration verändert wurde.  
 
   1     2    3     4    5    6    7    8     9   10   11  12  13  14   15   16  17  18               VII        bp 
 
A
spezifischen Sonde nach KpnI- (1-3), SacI- (4-6), XbaI- (8-9), EcoRV/BglII- (11-13), ClaI- 
(15-16) und SacI/SphI-Verdau (17-18) der Gesamt-DNA der Stämme P. stipitis hsp90 (1, 4, 
8, 11, 15, 17), P. stipitis CBS 5774 (2, 5, 9, 12, 16) und P. stipitis 1665 his3-1 (3, 6, 10, 13, 
18). Es wurde ein Digoxigenin-markierter Größenstandard (7, 14) genutzt (Nr. VII, Roche). 
 
                                                                                                                                                                  Ergebnisse 84
Die Mutante P. stipitis hsp90 zeigte eine geringere Wachstumsrate und einen geringeren 
h
 n 
r l e 
t
PsHIS3 und der Gene PsHSP90 und 
shsp90 zur Verdeutlichung der Vektorintegration in der Mutante P. stipitis hsp90. Die ho-
Biomasseertrag unter aeroben Kultivierungsbedingungen im Xylosemedium und unter semi-
aeroben Bedingungen im Xylose- und Glucosemedium.  
In der Glucosekultivierung zeigte die Mutante sp90 im Vergleich zum Transformations-
stamm einen geringeren RQ, eine geringere spezifische Kohle dioxidbildun srate und einn g e 
geringere Ethanolbildungsrate unter aeroben und semiaeroben Bedingungen. Unter semiaero-
ben Bedingungen erreichte die Ethanolkonzentration in der Kultur der Mutante hsp90 nach 12 
Stunden einen konstanten Wert.    
In der Xylosekultivierung der Mutante hsp90 erfolgte keine Induktion der Gärung. Der RQ 
blieb unter 1,3 und es fand keine Ethanolbildung statt.  
 
3.2.4.2 Charakterisierung des mutierten Pshsp90-Gens 
Die Mutante P. stipitis hsp90 entstand durch eine Einfachintegration des Vektors 
pNMPsHIS3 in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1 in einer Cotransformation mit XbaI. Für die 
Sequenzanalyse des Integrationsortes wurde ein Amplifikat genutzt, dass bei einer inverse
PCR entstanden ist. Als Template für diese PCR wurde zirkula isierte, mit Bg II restringiert
Gesamt-DNA der Mutante hsp90 eingesetzt. Als Primer wurden pUCrev und PsHIS3seq1  
genutzt. Die vier durchgeführten Sequenzanalysen ergaben die erwarteten Sequenzanteile des 
Vektors flankiert von dem Leserahmen des Gens PsHSP90 und benachbarten Regionen. Eine 
Sequenzanalyse mi  Primern, deren Bindungsstellen im PsHSP90-Gen liege  (PsHSP90-1n , 
PsHSP90-2), ergab, dass die Integration über zwei Regionen mit Mikrohomologie erfolgt ist. 
Die erste Region mit Homologie umfasst die zwei Nukleotide AG (Abb. 3.58, Nukleotid 
+2062 bp und +2063bp), die zweite das Nukleotid T (Nukleotid +2087 bp). Eine kurze Se-
quenz von 23 bp des PsHSP90-Leserahmens ist durch die Integration deletiert worden. In der 
Vektorsequenz befanden sich die homologen Nukleotide terminal (Abb. 3.56). Die 5´-
Einzelstrangüberhänge des Vektors wurden degradiert.  
             5´…TCGAAGAAGTCGGTACTACTACCACTACTTCTA…3´ 
            3´…AGCTTCT TCAGCCATGATGATGGTGATGAAGAT…5´    PsHSP90  
   5´CTAGAGTCGACC....GGGGATCCT             3´ 
lin. pNMPsHIS3  3´           TCAGCTGG....CCCCTAGGAGAT C 5´ 
 
 
 
Abbildung 3.56: Sequenzausschnitte des Vektors pNM
 
     Pshsp90 
        Pshsp90               pBSPsHIS3                Pshsp90 
5´…TCGAAGTCGACC....GGGGATCCTCTCTA…3´ 
3´…AGCTTCAGCTGG....CCCCTAGGAGAGAT…5´ 
P
mologen Bereiche der Vektorsequenz und der genomischen DNA sind unterstrichen. Die in-
tegrierte Vektorsequenz ist grau unterlegt. 
 
Durch die Integration des Vektors wurde somit die 3´ Bereich des PsHSP90-Gens verändert. 
Schemata des nicht mutierten und des mutierten PsHSP90-Gens sind in der Abbildung 3.57 
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dargestellt, einschließlich der dem PsHSP90-Gen folgenden Leserahmen. Durch die Integra-
tion des Vektors wurden zwei putative Stromabwärtselemente mit der Konsensussequenz 
AAGAA, das ursprüngliche Stop-Signal TAA und das putative aktive Polyadenylierungs-
signal verschoben. Ein neues putatives Stop-Signal (TAA) findet sich 113 Nukleotide hinter 
er Insertionsstelle. In der folgenden Sequenz findet sich keine A-reiche Region, die als Poly-
ie konservi P90 än
HSP90 Fam r inosäuren nz. Die 
ssequenz M , die als Bindestelle für viele Hsp90-Protein-Cofaktoren oder -
iert, fehlt in der abgeleiteten Proteinsequenz des Pshsp90-Gens. 
ildung 3.57  drei der dem PsHSP90-Gen folgenden Leserahmen erwähnt. Sie 
em Genom der Mutante P. stipitis hsp90 erst hinter der integrierten Vektorsequenz.  
-Gen ist ein Aktivator der HSP90ATPase. Die Funktion des Genproduktes des De-
e-Gens ist in der Literatur nicht näher untersucht. Das EPT1-Gen kodiert für eine 
inphosphotransferase. 
   
 
es PsHSP90-Gens 
1982b). Dieser liegt niedriger als der CBI für das ScHSC82-Gen, dieser beträgt 0,62.  
d
adenylierungssignal dienen könnte. In der integrierten Vektorsequenz folgen das AmpR-Gen 
und das PsHIS3-Gen. Beide Gene nutzen ein anderes Leseraster als das voranstehende 
Pshsp90-Gen.  
D erten Domänen des PsHS -Gens, die HATPase-Dom e und die Domäne der 
sequeilie, finden sich unverände t in der mutierten Hsp90p-Am
Erkennung EEV
Clients fung
In der Abb sind
folgen in d
Das AHA1
hydrogenas
Ethanolam
 
 
 
 
 
Pshsp90 
 
 
PsHSP90 
 
 
Abbildung 3.57: Schemata des mutierten Pshsp90-Gens und des PsHSP90-Gens inklusive 
der folgenden Leserahmen. Die konservierten Domänen des HSP90-Gens, die HATPase_C 
(cd00075) und die HSP90 Familie (COG0326), die Regionen des Vektors, ein putatives 
Stromabwärtselement für die Polyadenylierung (AAGAA), die Stop-Signale (TAA), die puta-
tiven Polyadenylierungssignale und die Insertionsstelle (AG) sind markiert.   
  
3.2.4.3 Charakterisierung d
Der sich ergebende 2133 bp große Leserahmen des PsHSP90-Gens ohne Introns kodiert für 
ein 709 Aminosäuren langes Protein (Abb. 3.59). Die Codonnutzung des PsHSP90-Gens 
zeigt, dass 60 von 61 möglichen Tripletts verwendet werden (Tab. 3.13). Die Codonneigung 
für dieses Gen liegt demnach sehr niedrig. Die Codonneigung des HSC82-Gens von S. cerevi-
siae (das Aquivalent zum HSP90-Gen) liegt höher, hier werden 52 der 61 möglichen Tripletts 
verwendet. Für das PsHSP90-Gen wurde ein CBI von 0,23 berechnet (Bennetzen und Hall, 
HATPase_C HSP90 
 AAGAA  AG  TAA   putatives Polyadenylierungssignal 
AHA1 Dehydrogenase EPT1 
4000  6000  2000 
HATPase_C HSP90 
 AG  TAA 
AmpR PsHIS3 
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In den Codonnutzungen von verschiedenen P. stipitis-Genen (9298 Codons wurden berück-
sichtigt) liegt die Nutzung der Tripletts CGA, CGG und GCG unter 1 %. Das Triplett GCG 
wird in dem PsHSP90-Gen nicht genutzt. Die Nutzung der Tripletts CGA und CGG liegen 
über 1 %, bei 4,6 % für CGA und 1,3 % für CGG. 
 
Tabelle 3.13: Codonnutzung des Gens PsHSP90 
S Codon An- zahl AS Codon
An-
zahl AS Codon
An-
zahl 
AS Codon An-zaA hl 
9 Tyr TAT 6 Cys TGT 16Phe TTT 19 Ser TCT 
TTC TCC 9 Tyr TAC 15 Cys Phe 12 Ser TGC 13
TTA TCA 8 Ochre TAA 8 Opal Leu 5 Ser TGA 30 
TTG TCG 2 Amber TAG 3 Trp Leu 7 Ser TGG 8 
 
 
0 His CAT 21 Arg CGT 8 Leu CTT 22 Pro CCT 
5 His CAC 15 Arg CGC Leu CTC 11 Pro CCC 
Leu CTA 4 Pro 
Leu CTG 2 Pro 
CCA 5 Gln 
CCG 1 Gln 
CAA 36 Arg CGA 32
CAG 11 Arg CGG 9
8
 
 
 
Ile 
Ile 
Ile 
Met 
ATT 
ATC 20 Thr 
ATA 5 Thr 
ATG 4 Thr 
26 Thr ACT
ACC 10 Asn 
ACA 5 Lys 
ACG 1 Lys 
3 Asn AAT 
AAC 
AAA 
AAG
10 Ser AGT 
9 Ser AGC 
19 Arg 
9 Arg 
AGA 43
AGG 
 
 
 
5 
12
8
9 Gly 1 Ala GCT 3 Asp GAT Val GTT GGT 10 
15 Gly GTC 18 Ala GCC 5 Asp GAC Val GGC 6
GCA 4 Glu GAAVal 
Val 
GTA 2 Ala 
GTG 1 Ala GCG 0 Glu 
 37 Gly GGA 29
GAG 8 Gly GGG 4
 
 
 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
 
Funktionelle Elemente in PsHSP90 
Im 5´Bereich des offenen Leserahmens (ORF) des Gens PsHSP90 kommen typische eukary-
p 
-
- 
ontische Promotorelemente vor. Eine putative TATA-Box befindet sich von Nukleotid -90 b
bis -97 bp. Eine putative CAAT-Box lässt sich in der Region von -179 bp bis -182 bp und 
204 bp bis -208 bp ausmachen und eine mögliche GC-Box in der Region von -200 bp bis 
205 bp. Die putative Konsensussequenz des CACCC-Bindefaktors befindet sich von Nukleo-
tid -160 bp bis -164 bp. 
Die Transkriptionsfaktoren HSE1 (heat shock element) und GRF2 (general regulatory factor 
i-2) sind wichtig für die Regulation des Gens ScHSC82, ebenso wie die potentiellen regulator
schen Bindestellen für HSE0 und URS1 (upstream repression sequence) (Erkine et al., 1995). 
Die entsprechenden putativen Konsensussequenzen sind auch im Stromaufwärts-Bereich d
-
-
 
5 
es 
ORF des PsHSP90-Gens anzutreffen. Die Konsensussequenz für HS  einhaltet d e N kleo E b i u
tidfolgen NTTCN und/oder NGAAN in mehrfacher Wiederholung (Xiao und Lis, 1988). Pu
tative Konsensussequenzen für HSE kommen fünfmal m Stromaufwärts-B reich des ORFi e
des PsHSP90-Gens vor (Abb. 3.58, -530 bp bis -516 bp; -406 bp bis -395 bp; -258 bp bis -24
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bp; -219 bp bis -214 bp; -136 bp bis -129 bp). Eine putative URS1 Konsensusseque
e 
-
 
reguliert die sauerstoffabhängigen Transkriptionsaktivatoren vieler Gene. 
 
-
-
-
, 
S. cerevisiae  s
-
2 
-530 TTCTGGAAAG
nz 
TAGCCGCCGA ist im PsHSP90-Gen -449 bp bis -455 bp vor dem ATG feststellbar (Luch
et al., 1990). 
Die putative Konsensussequenz des Transkriptionsfaktors HAP1 kommt ebenfalls im Strom
aufwärts-Bereich des PsHSP90-Gens vor (–65 bp bis -69 bp; –443 bp bis –453 bp). HAP1
Des Weiteren wurden putative cis-regulatorische Signale in S. cerevisiae gefunden, die die
Formation des 3´-Endes unterstützen. Das so genannte Stromaufwärts-Element mit der Kon
sensussequenz TATATA (-92 bp bis -97 bp) verbessert die Effizienz der Stromabwärtsele
mente (Zaret und Sherman, 1982). Ein mögliches Stromabwärts-Element mit der Konsensus
sequenz AAGAA ist mehrfach im PsHSP90-Gen anzutreffen (z. B. 2094 bp bis 2098 bp
2061 bp bis 2065 bp). Dieses Signal ist bei  für die Positionierung de  poly(A)-
Schwanzes verantwortlich (Zaret und Sherman, 1982; Russo et al., 1993). Es werden weiter
hin zwei putative aktive Polyadenylierungssignale gefunden. Sie befinden sich 41 bp bis 5
bp und 109 bp bis 120 bp nach dem Translationsstop (Shatkin und Manley, 2000).   
 
 AATTCTATTT ATTGAATGTA GTTATCCACC GTTTGAAACG CAGTTCTGTA 
-570 GCTCTATACT GATCCAGCCG CGAGATCCGA CCGTTAAGCG AGCGAACGCT CAGTATATGA 
-510 AACAGAACGA GAAGAATATA AATACCACCA AAGACATACA ATTTCACAAA TAAAGAGATG 
-450 TTTAAGAATT TTGACAAAAT CTTCCTGATC AAGAAATATG GCTTTTCTAA TTATCAAAAC 
-390 AATTCACAGC CATATTTGCA AAATCGATGT CCTTCTTGAG AACTTCCATA CTGTACGCAT 
-230 TTCCGGTGTA AGAAGAACGG AGATTGGCCG GAACTCAACG TCTGTACACA ATTTTTCACT 
-170 TTGGTGCACC CACTACTTTT CATGGAAGCC CATGGAAGCT TCGACTTCGT CCACTTGTTG 
-110 CAACCTTGTA GAGTATATAA AGGTAAGGTG GTGGTGGAAA AGTTGGATGT GAAAAATTCT 
  -50 GAAAAATTAC TAGAGTTTAC CATTTTTTTT AACTTCACCC CATTATCAAG(-1) ATGTCTGACG 
    71 ACACTGTCTA CTCCAACAAG GAAAATCTTC TT GAGAGAAT  TGATCTCCAA CGCTTCCGAT
T
A
G G
 
 
 
 
 
    11 CTAAAGTTGA AACCCATGAG TTCACAGCTG AGATTTCTCA GTTGATGTCC  TTGATCATTA 
 
  131 GCCTTGGACA AGATCAGATA CGAAGCATTG  TCTGACCCTT CCAAGTTGGA AACTGAACCA 
  191 GAA TGTTCA TCAGAATCAC  ACCAAGACCT GAAGAAAAGG TTTTAGAAAT CAGAGATTCT 
  251 GGTATCGGTA  TGACCAAGGC TGACTTGGTC AACAACTTGG GTACGATTGC  TAAGTCTGGT 
  311 ACC AGTCAT TCATGGAAGC TTTGTCCGCC GGAGCTGATG TGTCTATGAT  TGGTCAGTTC 
  371 GGTGTCGGTT TCTACTCTTT GTTCTTGGTT GCCGATCACG  TTCAAGTCAT CTCCAAGCAC 
  431 AACGACGATG AACAATACAT CTGGGAATCG  AACGCCGGTG GTAAGTTCAC TGTCACCTTG 
  491 GAT AATCCA ACGAAAAGTT  GGGCCGTGG TACCGTCTTG AGATTGTTCT T AAGGAAGA 
  551 CCAGTTGGAA  TACTTGGAAG AAAAGAGAAT CAAGGAAGTT GTCAAGAAGC ACTCCGAGTT 
  611 CGTCTCCTAC CCTGTCCAAT TAGTCGTCAC CAAGGAAGTT GAGAAGGAAG  TTCCAGAAGA
  671 AGAAGAAGAA AAGAGCGAAG AAAAGACTGA AGATGACGAC  GACAAGAAGC CAAAGTTGGA
  731 AGAAGTCGAA GACGAAGAAG AAGGTGAAAA  GAAGGAAAAG AAGACCAAGA AGATCACCGA
  791 AAAGGTCACC GAAACTGAGG  AATTGAACAA GACCAAGCCA TTGTGGACCA GAAATCCATC
  851 CGACGTCACC  CAAGAAGAAT ACAATGCCTT CT CAAGTCC ATCTCCAACG ACTGGGAAGA
  911 CCCATTGGCT GTCAAGCACT TCTCTGTTGA AGGTCAATTG GAATTCAGAG  CCATCTTGTT 
A
  971 TGTTCCAAAG AGAGCTCCAT TCGATGCTTT TGAATCCAAG  AAGAAGAAGA ACAACATCAA 
1031 GTTGTACGTC AGACGTGTTT TCATCACTGA  CGATGCTGAA GAATTGATCC CAGAATGGTT 
1091 AGGTTTCGTT AGAGGTGTTG  TTGACTCGGA AGATTTGCCA TTGAACTTGT CTAGAGAAAT 
1151 GTTGCAACAA  AACAAGATTC TTGAAGGTCA TTAAGAAGAA CATTTGTCAA GAAGTTGATT 
1211 GAAACCTTCA ACGAAATTGC TGAAGACCAA GAACAATTCG AAAAGTTCTA  CACTGCCTTC 
1271 TCCAAGAACA TCAAGTTGGG TATCCACGAA GACCAACAAA  ACAGATCTTC GTTATCTAAG 
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1331 TTGTTGAGAT ACTACTCGAC CAAATCTAGC  GAAGAATACA CTTCTTTATC TGATTACGT
1751 CAATTCGGTT  GGTCCGCTAA CATGGAAAGA
C 
1391 ACCCGTATGC CAGAACACCA  AAAAGAACAT TTACTACATC ACCGGTGAAT CCATCAAGGC 
1451 TGTTGAAAAG  TCTCCATTCT TGGATGCTTT GAAGGCTAAG AACTTCGAAG TTTTGTTCTTA 
1511 GTTGACCCAA TTGACGAATA TGCCATGACT CAATTGAAGG AATTCGAGGA  TAAGAAGTTG 
1571 GTCGACATCA CCAAGGACTT TGAATTGGAA GAGACCGAAG  AAGAAAAGGA AGTCAGAGAA 
1631 AAGGAAATCG CTGAATTCGA ACCTTTGACC  AAGGCTCTTA AGGACATCTT GGGAGAACAA 
1691 GTCGAGAAGG TTGTTGTTTC  CCACAAGTTG GTTGACGCTC CTGCTGCTAT CAGAACTGGT 
 ATCATGAAGG CTCAAGCTTT GAGAGACACC 
1811 ACTATGTCGT CTTACATGTC GTCTAAGAAG ACTTTCGAAA TTTCGCCAAA  GTCTGCCATC 
1871 ATCAGAGAAT TGAAGAAGAA GGTTGAATCC GACGGTGCCG  AAGACAAGAC TGTCAAGGAC 
1931 TTGACTACTT TGTTGTACGA AACCGCCTTG  TTGACCTCTG GTTTCTCTTT GGATGAACCA 
1991 TCTTCTTTCG CTGGTAGAAT  TAACAGATTG ATCTCCTTGG GTTTGAACAT CGATGAAGAA
2051 GAAGAAGTCG  AAGAAGTCGG TACTACTACC ACTACTTCTA CCGAAGAACC AGCTGTTGAG 
2111 TCTGCTATGG AAGAGGTTG ATTAA 
Abbildung 3.58: Nukleotidsequenz des PsHSP90-Gens inklusive der 5´-nicht-translatier
e 
-
-
Gens mit HSP90-Genen weiterer Hefen 
Ein Vergleich der Sequenz des PsHSP90-Stukturgens mit den in der EMBL-Datenbank ver-
n 
e 
i-
-
keit ist in der Tabelle nicht aufgeführt.  
ten 
Regionen; mögliche Promotorelemente sind fett geschrieben; mögliche cis-regulatorisch
Elemente sind unterstrichen. Weitere Erklärungen befinden sich im Text. Der Translati
onsstart und die folgenden Basen sind kursiv gedruckt. 
 
Ähnlichkeiten der Nukleotid- und der abgeleiteten Aminosäuresequenz des PsHSP90
fügbaren Sequenzen zeigte auf Nukleotidebene Ähnlichkeiten zu anderen ascomycetalen He-
fen zwischen 70 % bei S. pombe und 88 % bei D. hansenii (Tab. 3.14). Berücksichtigt wurde
nur identische Nukleotide. Die in der Tabelle aufgeführten Se uenzäh lichkeite  sind in dq n n i
beiden konservierten Regionen, die N-terminale und die C-terminale, gespalten. Die dazw
schenliegenden Verbindungsregionen zeigen geringere Homologien. Der Grad der Ähnlich
 
Tabelle 3.14: Ähnlichkeiten der Nukleotid- und Aminosäuresequenzen von PsHSP90 mit 
denen der D. hansenii- (Dh), C. albicans- (Ca), K. lactis- (Kl), S. cerevisiae- (Sc), C. glabra-
ta- (Cg) und S. pombe- (Sp) HSP90-Gene. 
 Nukleotidsequenz [%] 
N-terminal (1 - 640 bp) 
Nukleotidsequenz [%] 
C-terminal (809 - 2131 bp) 
Aminosäurensequenz 
[%] 
PsHSP90 100 100 100 
DhHSP90 88 88 93 
CaHSP90 85 82 89 
KlHSP90 81 84 84 
ScHSC82 80 79 83 
CgHSP90 80 81 83 
SpHSP90 72 70 73 
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Die Hsp90p-Aminosäurensequenzen verschiedener ascomycetaler Hefen werden in der Ab-
bildung 3.59 mit P. stipitis verglichen. Die Proteinlängen variieren zwischen 702 Aminosäu-
ren bei S. cerevisiae und 709 Aminosäuren bei K. lactis und P. stipitis. Auf Proteinebene 
wurde ein sehr hoher Grad der Konservierung zwischen PsHSP90 und homologen Struktur-
b. 3.59 unterstri-
 in vielen ATP-bindenden Proteinen, z. B. Hsp90p, 
istidinkinase und Mismatch-Reparaturproteinen. Diese Domäne ist für die ATP-abhängige 
40 
genen ascomycetaler Hefen festgestellt. Die geringste Ähnlichkeit zu PsHsp90p bestand mit 
73 % bei S. pombe, die größte mit 93 % bei D. hansenii (Tab. 3.14). 
 
Das Hsp90-Protein ist ein sehr konserviertes Protein, auch im Vergleich mit höheren Eukary-
onten (Lindquist und Craig, 1988). Es besitzt eine hoch konservierte N-terminale Region mit 
sieben konservierten Motiven. Diese Motive befinden sich von der Aminosäure 7 bis 27, 28 
bis 50, 77 bis 94, 95 bis 112, 120 bis 142, 172 bis 189 und 190 bis 208 (Ab
chen) Bei dem Vergleich der verschiedenen Aminosäurensequenzen erkennt man deutlich die 
Konserviertheit dieser Regionen. Das zweite initiale Motiv schließt die Hsp90-Protein Signa-
ture mit der Konsensussequenz Y-x-[NQH]-K-[DE]-[IVA]-F-[LM]-R-[ED] mit ein (Abb. 
3.59 doppelt unterstrichen).  
Innerhalb der Aminosäurensequenz gibt es noch weitere konservierte Domänen (ermittelt 
mittels EMBL-Datenbank). Die erste Domäne, von Aminosäure 30 bis 163, ist die HATPa-
se_c (cd00075). Diese Familie findet man
H
Funktion der Chaperone in vivo und in vitro essentiell. Eine weitere Domäne ist die der 
HSP90 Familie (COG0326). Sie beginnt bei Aminosäure 276 und endet mit Aminosäure 684. 
Eine weitere Besonderheit ist die Erkennungssequenz MEEV (Aminosäure 717 bis 720). Sie 
dient bei S. cerevisiae als Bindungsstelle für „Tetratricopeptide Repeats“ (TPR) Motive 
(Ramsey et al., 2000, Scheufler et al., 2000). Viele Clients und Cofaktoren des Chaperones 
Hsp90p besitzen ein solches Motiv. So erfolgt z. B. die Bildung des Hsp90-Hop-Hsp70 Kom-
plexes über diese Erkennungssequenz (Prodromou et al., 1999). 
 
 
PsHsp90  M S D A K V E T H E F T A E I S Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N
DhHsp90  - S D A K V E T H E F T A E I S Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
CaHsp90  M A D A K V E T H E F T A E I S Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
KlHsp90  - - - - - -  E T Y E F Q A E I T Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
ScHsc82  - - - - - -  E T F E F Q A E I T Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
CgHsp90  - - - - - -  E T F E F Q A E I T Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
SpHsp90  - - - S N T E T F K F D W E I S Q L M S L I I N T V Y S N K E I F L R E L I S N 
80 
PsHsp90  A S D A L D K I R Y E A L S D P S K L E T E P E L F I R I T P R P E E K V L E I
DhHsp90  A S D A L D K I R Y E A L A D P S K L E T E P E L F I R L T P R P E E K V L E I 
CaHsp90  A S D A L D K I R Y Q A L S D P S Q L E S E P E L F I R I I  P Q K D Q K V L E I 
KlHsp90   A S D A L D K I R Y Q S L S D P K V L E T E P E L F I R I T P R P E E K V L E I 
ScHsc82   A S D A L D K I R Y Q A L S D P K Q L E T E P D L F I R I T P K P E E K V L E I 
CgHsp90  A S D A I D K I R Y Q A L S D P K Q L E T E P E L F I R I T P R P E E K V L E I 
SpHsp90  A S D A L D K I R Y Q S L S D P H A L D A E K D L F I R I T  P D K E N K I L T I 
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120 
PsHsp90  R D S G I G M T K A D L V N N L G T I A K S G T K S F M E A L S A G A D V S M I
DhHsp90  R D T G I G M T K A D L V N N L G T I A K S G T K  A F M E A L S A G A D V S M I 
CaHsp90  R D S G I G M T K A D L V N N L G T I A K S G T K S F M E A L S A G A D V S M I 
KlHsp90  R D S G I G M T K A E L I N N L G T I A K S G T K A F M E A L S A G A D V S M I 
ScHsc82  R D S G I G M T K A E L I N N L G T I A K S G T K A F M E A L S A G A D V S M I 
CgHsp90  R D S G I G M T K A E L I N N L G T I A K S G T K A F M E A L S A G A D V S M I 
SpHsp90  R D T G I G M T K N D L I N N L G V I A K S G T K Q F M E A A A S G A D I S M I 
             160 
PsHsp90  G Q F G V G F Y S L F L V A D H V Q V I  S  K H N D D E Q Y I W E S N A G G K F T  
DhHsp90  G Q F G V G F Y S L F L V A D H V Q V I  T K H N D D E Q Y I W E S N A G G K F T 
CaHsp90  G Q F G V G F Y S L F L V A D H V Q V I S K H N D D E Q Y V W E S N A G G K F T 
KlHsp90   G Q F G V G F Y S L F L V A D R V Q V I  S K H N D D E Q Y I W E S N A G G S F T 
ScHsc82  G Q F G V G F Y S L F L V A D R V Q V I  S K N N E D E Q Y I W E S N A G G S F T 
CgHsp90  G Q F G V G F Y S L F L V A D R V Q V I  S K N N D D E Q Y I W E S N A G G S F T 
SpHsp90  G Q F G V G F Y S A Y L V A D K V Q V V S K H N D D E Q Y I W E S S A G G S F T 
200 
PsHsp90  V T L D E S N E K L G R G T V L R L F L K E D Q L E Y L E E K R I K E V V K K H
DhHsp90  V A L D E V N P K I G R G T V L R L F L K E D Q L E Y L E E K R I K E V V K R H 
CaHsp90  V T L D E T N E R L G R G T M L R L F L K E D Q L E Y L E E K R I K E V V K K H 
KlHsp90   V T L D E S N E R I G R G T V L R L F L K E D Q L E Y L E E K R I K D V V K K H 
ScHsc82  V T L D E V N E R I G R G T V L R L F L K D D Q L E Y L E E K R I K E V I K R H
CgHsp90  V T L D T V N E K I G R G T I L R L F M K E D Q L E Y L E E K R I K E V V K K H 
SpHsp90  V T L D T D G P R L L R G T E  I R L F M K E D Q L Q Y L E E K T I K D T V K K H 
 240
PsHsp90  S E F V S Y P V Q L V V T K E V E K E V P - - E E E E E K S E E K T E - - - D D 
DhHsp90  S E F V S Y P V Q L V V T K E V E K D A P - - E E K E D - - E E E V K - - - E G 
CaHsp90  S E F V A Y P I Q L V V T K E V E K E V P - - E T E E E - - - D K A A - - - E E 
KlHsp90  S E F V A Y P I Q L L V T K E V E K D V P V A E E E E E V K E E K K E G E E E E 
ScHsc82  S E F V A Y P I Q L L V T K E V E K E V P - - I P E E E K K D E E K K - - - D E  
CgHsp90  S E F V A Y P I Q L M V T K E V E K E V P - - V T E E E K K D E E K K - - - D E 
SpHsp90  S E F I S Y P I Q L V V T R E V E K E V P - - E E E  - - T E E V K N - - - E E D 
280 
PsHsp90  D D K K P K L E E V E D E E E G E K K E K K T K K I T E K V T E T E E L N K T K 
DhHsp90  D D K K A K V E E V D - - E E G E E  K K K E T K K I T E Q V T E T E E L N K T K 
CaHsp90  D D K K P K L E E V K D E E D -  E K K E K K T K T V K E E V T E T E E L N K T K 
KlHsp90   D D K K P K L E E I D E D E E K K D D E Q K T K K V K E T V K E L E E L N K T K 
ScHsc82   D D K K P K L E E V D E E E E - - E  K K P K T K K V K E E V Q E L E E L N K T K 
CgHsp90  D D K K P K L E E V D E D E E - K K D E K K T K T V K E T V K E L E E L N K T K  
SpHsp90  D K A P K I E E E V D D E S E - - K K E K K T K K V K E T T T E T E E L N K T K   
320 
PsHsp90  P L W T R N P S D V T Q E E Y N A F Y K S I S N D W E D P L A V K H F  S  V E G Q  
DhHsp90  P L W T R N P S D V T Q D E Y N A F Y K S I S N D WE D P L A V K H F  S V E G Q 
CaHsp90  P L W T R N P S D I T Q D E Y N A F Y K S I S N D W E D P L A V K H F  S V E G Q 
KlHsp90   P L W T K N P S E V T Q E E Y N A F Y K S I S N D W E D P L A V K H F  S V E G Q 
ScHsc82   P L W T R N P S D I T Q E E Y N A F Y K S I S N D W E D P L Y V K H F  S V E G Q 
CgHsp90  P W T R N P S E I T Q E E Y N A F Y K S I S N D W E D P L Y V K H F  S V E G Q L 
Sp sp90  P T R N P S E V T K E E Y A S F Y K S L T N D W E  D H L A V K H F S V E G Q 
360 
H I W 
PsHsp90  L E F R A I L F V P K R A P F D A F E S K K K K N N I K L Y V R R V F I T D D A 
DhHsp90  L E F R A I L F V P K R A P F D A F E S K K K K N N I K L Y V R R V F I T D E A 
CaHsp90  L E F R A I L F V P K R A P F D A F E S K K K K N N I K L Y V R R V F I T D D A 
KlHsp90   L F K A I L F V P K R A A F D L F E S K K K K T N I K L Y V R R V F I T D E A E 
ScHsc82   L F R A I L F I P K R A P F D L F E S K K K K N N I K L Y V R R V F I T D E A E 
CgHsp90  L F K A I L F I P K R A P F D L F E S K K K K N N I K L Y V R R V F I T D E A E 
Sp  L F R A I L F V P R R A P M D L F E A K R K K N N I K L Y V R R V F I T D D C  Hsp90 E 
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400 
PsHsp90  E E L I P E W L G F V R G V V D S  E D L P L N L S R E M L Q Q N R F L K V I K K 
DhHsp90  E E L I P E W L S F V R G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I L K V I K K 
CaHsp90  E E L I P E W L S F I K G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I L K V I R K 
KlHsp90   E E L I P E W L S F V K G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I M K V I K K 
ScHsc82   E D L I P E W L S F V K G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I M K V I R K 
CgHsp90  E E L I P E W L S F V K G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I M K V I R K 
SpHsp90  E E L I P E W L G F I K G V V D S E D L P L N L S R E M L Q Q N K I M K V I R K 
440 
PsHsp90  N I V K K L I E T F N E I A E D Q E Q F E K F Y T A F S K N I K L G I H E D Q Q    
DhHsp90  N I V K K L I E T F N D I A E D Q E Q F E K F Y S A F S K N I K L G I H E D Q Q    
CaHsp90  N I V K K M I E  T F N E I S E D Q E Q F N Q F Y T A F S K N I K L G I H E D A Q 
KlHsp90   N I V K K M I E T F N E I A E D S E Q F D K F Y T A F S K N I K L G I H E D T Q 
ScHsc82   N I V K K L I E A F N E I A E D S E Q F D K F Y S A F A K N I K L G V H E D T Q 
CgHsp90  N I V K K L I E S F N E I A E D S E Q F D K F Y S A F A K N I K L G I H E D T Q 
SpHsp90  N L V R R C L D M F N E I A E D K E N F K T F Y D A F S K N L K L G I H E D A A 
480 
PsHsp90  N R S S L S K L L R Y Y S T K S S E E Y T S L S D Y V T R M P E H Q K N I Y Y I  
DhHsp90  N R T A L S K L L R Y N S T K T G E E L T S L S D Y V T R M P E H Q K N I Y Y I 
CaHsp90  N R Q S L A K L L R F Y S T K S S E E M T S L S D Y V T R M P E H Q K N I Y Y I 
KlHsp90   N R A A L A K L L R Y N S T K S V D E L T S L S D Y V T R M P E H Q K N I Y F I 
ScHsc82   N R A A L A K L L R Y N S T K S V D E L T S L T D Y V T R M P E H Q K N I Y Y I 
CgHsp90  N R A A L A K L L R Y N S T K S V D E L T S L S D Y V T R M P E H Q K N I Y F I 
SpHsp90  N R P A L A K L L R Y N S L N S P D D L I S L E D Y I T K M P E H Q K N I Y F I 
520 
PsHsp90  T G E S I K A V E K S P F L D A L K A K N F E V L F L V D P I D E Y A M T Q L K 
DhHsp90  T G E S I K A V E K S P F L D A L K A K N F E V L F L V D P I D E Y A M T Q L K 
CaHsp90  T G E S I K A V E K S P F L D A L K A K N F E V L F M V D P I D E Y A M T Q L K 
KlHsp90   T G E S I K A V E K S P F L D A L K A K N F E V L F L V D P I D E Y A F S Q L K 
ScHsc82   T G E S L K A V E K S P F L D A L K A K N F E V L F L T D P I D E Y A F T Q L K 
CgHsp90  T G E S L K A V Q N S P F L D A L K A K D F E V L F L V D P I D E Y A F T Q M K 
SpHsp90  T G E S K Q A V E N S P F L E I F R A K K F D V L F M V D P I D E Y A V T Q L K 
560 
PsHsp90  E F E D K K L V D I T K D - F E L E E T E  E E K E V R E K E I A E F E P L T K A 
DhHsp90  E F E D K K L V D I T K D - F D L E E S E E E K K Q R E K E I E E Y E P L T K A 
CaHsp90  E F E D K K L V D I T K D - F E L E E S D E E K A A R E K E I K E Y E P L T K A 
KlHsp90   E F E G K Q L V D I T K D - F E L E E T E E E K S T R E K E I K E F E P L T K A  
ScHsc82   E F E G K T L V D I T K D - F E L E E T D E E K A E R E K E I K E Y E P L T K A 
CgHsp90  E F E G K Q L V D I T K D - F E L E E T E E E K A E R E K E I K E Y E P L T K A 
SpHsp90  E F E G K K L V N I T K D G L E L E E T D E E K A A R E K L E K E Y E E F A K Q 
600 
PsHsp90  L K D I L G E Q V E K V V V S H K L V D A P A A I R T G Q F G W S A N M E R I M 
DhHsp90  L K E I L G D Q V E K V V L S H K L V D A P A A I R T G Q F G W S A N M E R I M 
CaHsp90  L K D I L G D Q V E K V V V S Y K L V D A P A A I R T G Q F G W S A N M E R I M 
KlHsp90   L K E I L G D Q V E K V V V S H K L L D A P A A I R T G Q F G W S A N M E R I M 
ScHsc82   L  K D I L G D Q V E K V V V S Y K L L D A P A A I R T G Q F G W S A N M E R I M 
CgHsp90  L K E V L G E Q V E K V V V S H K L V D S P A A I R T G Q F G W S A NM E R I M 
SpHsp90  L K T I L G D K V E K V V V S N K I V G S P C L L T T G Q Y G W S A N M E R I M 
640 
PsHsp90  K A Q A L R D T T M S S Y M S S K K T F E I S P K S A I I R E L K K K V E S D G 
DhHsp90  K A Q A L R D T T M S S Y M S S K K T F E I S P R S S I I K E L R K K V E A D G 
CaHsp90  K A Q A L R D T T M S S Y M S S K K T F E I S P S S P I I K E L K K K V E T D G 
KlHsp90   K A Q A L R D S S M S S Y M A S K K I F E I S P K S P I I R E L K N K V E E G G 
ScHsc82   K A Q A L R D S S M S S Y M S S K K T F E I S P K S P I I I E T K K R V D E G G 
CgHsp90  K A Q A L R D S S M S S Y M S S K K I F E I S P K S P I I K E L K K R V D E G G 
SpHsp90  K L K P S R D T S M S A Y M S S R K T F E I N P K S P I I A E L K K K V E E N G 
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680 
PsHsp90  A E D K T V K D L T T L L Y E T A L L T S G F S L D E P S S F A G R I N R L I S 
DhHsp90  A E D K T V K D L T T L L Y E T A L L T S G F S L E E P S S F A G R I N R L I S 
CaHsp90  A E D K T V K D L T T L L F D T A L L T S G F T L D E P S N F A H R I N R L I A 
KlHsp90   A Q D K T V K D L T N L L F E T A L L T S G F S L E E P S S F A S R I N R L I S 
ScHsc82   A Q D K T V K D L T N L L F E T A L L T S G F S L E E P T S F A S R I N R L I S 
CgHsp90  A Q D K T V K D L T N L L F E T A L L T S G F T L E E P S S F A S R I N R L I S 
SpHsp90  A E D R S V K D L A T I L Y E T A L L S S G F T L H D P S A Y A Q R I N R L I S 
721     
PsHsp90  L G L N I D E - - E E E - - V E E V - G T T T T T S - T E E P A V E S A M E E V D  
DhHsp90  L G L N I D E - - E E E - - V E E V - G  T S T G T T - T D E P A V E S A M E E V D 
CaHsp90  L G L N I D D D S E E T - - A V E P - E A T T T A S - T D E P A G E S A M E E V D 
KlHsp90   L G L N I D E - - D E E - - V E A A - P  E A A P E A P A E E A N A E T E M E E V D 
ScHsc8  E E V D 2  L G L N I D E - - D E E - - T E T A - P  E A S T E A P V E E V P A D T E M
CgHsp90  L G L N I D E - - D E E - - E Q A A P E  V K A E A E - V E E V P A D T E M E E V D 
SpHsp90  L G L S I D E - - E E E A P I E E I - S T E S V A A - - - E N N A E S K M E E V D   
Abbildung 3.59: Alignment der Aminosäurensequenzen von PTC1p zwischen P. stipitis (Ps), 
D. hansenii (Dh), C. albicans (Ca), K. lactis (Kl), S. cerevisiae (Sc), C. glabrata (Cg) und S. 
pombe (Sp). 
3.2.5 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis inp53 
3.2.5.1 Physiologische Charakterisierung der Mutante P. stipitis inp53 
Die Mutante P. stipitis inp53 entstand durch eine Einfachintegration des Vektors pBSPsHIS3 
in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1 in einer Cotransformation mit PstI (Abb. 3.29 Spur 6). 
Die physiologische Charakterisierung der Mutante inp53 erfolgte durch Kultivierungen unter 
aeroben, semiaeroben und hypoxischen Bedingungen. Die in den Abbildungen dargestellten 
Ergebnisse stellen Mittelwerte aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Messungen 
dar.
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Abbildung 3.60: Zelltrockengewicht 
nahmerate (C) und spezifische Ethan
Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P.
% Hefeextrakt unter aeroben und semi
 (A), Ethanolkonzentration (B), spezifische Glucoseauf-
olbildungsrate (D) im Verlauf einer Kultivierung der 
 stipitis inp53 in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 
aeroben Bedingungen.  
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Das Zelltrockengewicht und die Ethanolkonzentration sind, um einen Vergleich der aeroben 
in ähnliches Bild ergab sich bei der Glucosekultivierung in der Ethanolbildung. Unter aero-
n der Glucosekultivierung unter aeroben und se-
iaeroben Bedingungen eine längere Lag-Phase als der Ausgangsstamm (Abb. 3.61A, B). 
er RQ der beiden Stämme unterschied sich unter aeroben Kultivierungsbedingungen nicht 
Q der Mutante inp53 innerhalb der 
und semiaeroben Kultivierung einfacher zu machen, in Prozent angegeben (Abb. 3.60A, B). 
Dabei wurde das Zelltrockengewicht bzw. die Ethanolkonzentration, die der Ausgangsstamm 
P. stipitis 1665 nach 15 Stunden Kultivierung unter den jeweiligen Bedingungen erreicht, als 
100 % angenommen (Abb. 3.28). Unter aeroben Kultivierungsbedingungen erreichten die 
Zellen der Mutante inp53 im Glucosemedium 90 % des Biomasseertrages der Zellen des 
Ausgangsstammes, unter semiaeroben Bedingungen nur 75 % (Abb. 3.60A). 
E
ben Bedingungen zeigte die Ethanolbildung und die spezifische Ethanolbildungsrate der bei-
den Stämme die gleiche Entwicklung (Abb. 3.60B, D). Die unter semiaeroben Bedingungen 
im Glucosemedium angezogenen Zellen der Mutante inp53 bildeten langsamer Ethanol als 
der Ausgangsstamm und zeigten eine geringere spezifische Ethanolbildungsrate (Abb. 3.60B, 
D). Die spezifischen Glucoseaufnahmeraten beider Stämme waren unter aeroben und semiae-
roben Bedingungen gleich (Abb. 3.60C).  
 
Die Gasumsätze der Mutante inp53 zeigten i
m
D
(Abb. 3.61C). Unter semiaeroben Bedingungen blieb der R
ersten neun Stunden der Kultivierung konstant bei zwei, wohingegen der RQ des Stammes  
1665 anstieg (Abb. 3.61F). Nach diesen ersten acht Stunden stieg auch der RQ der Mutante 
inp53 an. Die Induktion der Gärung war unter semiaeroben Bedingungen bei der Mutante 
inp53 geringer als beim Ausgangsstamm. 
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Abbildung 3.61: O2-Verbrauch (A, D), CO2-Bildung (B, E), RQ (C, F) im Verlauf einer Kul-
tivierung der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis inp53 unter aeroben (A-C) und 
semiaeroben (D-F) Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt.  
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Bezieht man die Gasumsätze in der Glucosekultivierung auf das gebildete Zelltrockengewicht 
kann man die spezifischen Raten der beiden Stämme errechnen (Abb. 3.62). Die Zellen der 
Mutante inp53 wiesen geringere spezifische Raten unter aeroben und unter semiaeroben Be-
ingungen als der Ausgangsstamm. Unter aeroben Kultivierungsbedingungen war die spezifi-
che Sauerstoffverbrauchsrate der Mutante P. stipitis inp53 innerhalb der ersten 12 Stunden 
er Glucosekultivierung relativ konstant bei ~0,03 g/gh (Abb. 3.62A). Die Rate des Aus-
angsstammes hingegen sank von 0,17 auf 0,04 g/gh. Unter semiaeroben Bedingungen stieg 
ie spezifische Sauerstoffverbrauchsrate innerhalb der ersten vier Stunden auf 0,04 g/gh an, 
ährend die des Stammes 1665 innerhalb dieses Zeitraumes von 0,08 auf 0,04 g/gh sank 
bb. 3.62C).  
ie spezifische Kohlendioxidbildungsrate der Mutante inp53 stieg während der aeroben und 
er semiaeroben Kultivierung langsam an (Abb. 3.62B, D). Die Zellen des Ausgangsstammes 
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Abbildung 3.62: Spezifische O2-Verbrauchsrate (A, C) und CO2-Bildungsrate (B, D) im Ver-
uf einer Kultivierung der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis inp53 unter aeroben 
 mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt.  
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Die im Xylosemedium angezogenen Zellen der Mutante inp53 wiesen sowohl unter aeroben 
als auch semiaeroben Bedingungen eine geringere Zunahme des Zelltrockengewichts auf als 
der Ausgangsstamm 1665 (Abb. 3.63A). Die spezifische Xyloseaufnahmerate war unter se-
miaeroben Bedingungen ebenfalls geringer (Abb. 3.63C). Unter aeroben Bedingungen de-
monstrierte die Mutante inp53 zu Beginn der Kultivierung eine niedrigere spezifische Xylo-
seaufnahmerate als der Ausgangsstamm (Abb. 
Stammes 1665 ab, während die Rate der Mutante inp53 nach sechs Stunden Kultivierung 
anstieg. Dadurch ergab sich für die Mutante nach sieben Stunden unter aeroben Bedingungen 
eine höhere spezifische Xyloseaufnahmerate als für den Ausgangsstamm. 
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Auch bei der Betrachtung der Gasumsätze im
unter aeroben Bedingungen keine Unterschied
gangsstammes (Abb. 3.64A-C). Unter semiaero
der RQ der Mutante langsamer an (Abb. 3.64D
der Mutante inp53 war somit niedriger als beim
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 (Abb. 3.65D). Die Raten beider Stämme san-
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Abbildung 3.65: Spezifische O -Verbrauchsrate (A, C) und CO -Bildung (B, D) im Verlauf 2 2
einer Kultivierung der Stämme P. stipitis 1665 his3-1 und P. stipitis inp53 unter aeroben und 
semi eroben Bedin ungen in PMM-Medium mit 3 % Xylose und 1 % Hefeextrakt. 
 
Unter hypoxischen Bedingungen wurden die Kultivierungen der Mutante inp53 nur im Sen-
somatsystem durchgeführt. In diesen Untersuchungen verhielt sich die Mutante inp53 je nach 
zur Verfügung stehender C-Quelle unterschiedlich. Bei der Kultivierung im Glucosemedium 
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war der Sauerstoffverbrauch der Mutante geringer als der des Transformationsstammes (Abb. 
3.66A). Im Gegensatz dazu war die Kohlendioxidbildung der Mutante wesentlich höher (Abb. 
3.66B). Daraus ergab sich für die Mutante inp53 in der Glucosekultivierung ein maximaler 
RQ von 160 (Abb. 3.66C). In der Xylosekultivierung ließ die Mutante inp53 dieselben Gas-
umsätze erkennen wie der Ausgangsstamm. 
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Abbildung 3.66: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ C) im Verlauf einer Kultivie-(
h n n 
sphase niedrige
d
e 5 urde das Amplifikat einer inversen PCR 
rung der Stämme P. stipitis 1665 is3-1 und P. stipitis inp53 unter hypoxische  Bedingunge
in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt. 
 
Aus den Kultivierungen unter semiaeroben Bedingungen wurden Proben genommen, um die 
Aktivität der Gärungsenzyme ADH und PDC und der Enzyme für die Xyloseverwertung XR 
und XDH zu bestimmen. Proben wurden zu Beginn der exponentiellen und aus der stationä-
ren Wachstumsphase genommen. Die Aktivität der PDC war in der Mutante inp53 in der sta-
tionären Wachstum r als die in dem Vergleichsstamm. Die Aktivitäten der an-
deren Enzyme wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Stämmen auf.  
 
Zusammenfassend zeigten die unter aeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante 
inp53 im Vergleich zu den Zellen des Stammes 1665 keine Unterschiede im respiro-
fermentativen Verhalten. Unter semiaeroben Bedingungen wurde die Gärung in der Mutante 
inp53 später bzw. geringer induziert als im Ausgangsstamm. In Einklang mit er geringeren 
Induktion zeigte die Mutante inp53 auch eine niedrigere spezifische Ethanolbildungsrate. 
Diese Rate sank in der Xylosekultivierung nach 11 Stunden wieder, wahrscheinlich aufgrund 
einer früher oder stärker einsetzenden Reassimilation des gebildeten Ethanols. Dies müsste in 
weiteren Untersuchungen überprüft werden. 
 
 
3.2.5.2 Charakterisierung des mutierten Psinp53-Gens 
Zur Charakterisierung der Mutant  P. stipitis inp 3 w
für Sequenzanalysen eingesetzt. Für die inverse PCR wurde als Template die mit dem Enzym 
BglII restringierte und anschließend zirkularisierte Gesamt-DNA der Mutante inp53 einge-
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setzt. Die Sequenzanalyse ergab die erwarteten Sequenzanteile des Vektors und flankierend 
den Leserahmen des Gens PsINP53. Im 3´-Bereich des PsINP53-Leserahmens befindet sich 
ine BglII-Erkennungssequenz, so dass die Sequenzanalyse zusätzlich zur PsINP53 Sequenz 
S3seq2 durchgeführt. Eine weitere Sequenzanalyse eines Plasmides, 
p bis 740 bp bzw. 745 bp bis 
 
 
 
e 
 
1050 Nukleotide lang ist (Abb. 3.67 inp53-1). Die aus diesem neuen Leserahmen abgele
 
 
PsINP53 
e
die dem Gen 5´benachbarten Bereiche ergab. Jede Sequenzierung wurde dreimal mit den Pri-
mern pUCrev und PsHI
das mit Hilfe des Plasmidrescue gewonnen wurde, ergab ebenfalls jeweils 1000 bp des Lese-
rahmens des PsINP53-Gens. Zwei Primer mit Bindungsstellen im PsINP53-Gen (PsINP53-1, 
PsINP53-2) ergaben bei einer Sequenzanalyse den erwarteten Anteil des Leserahmens und 
des Integrationsvektors. Die Integration des Vektors in die genomische DNA des P. stipitis 
Stammes erfolgte über Bereiche mit Mikrohomologie in den beiden Einzelstrangüberhängen 
(5´…TGCA 3´) des PstI-linearisierten pBSPsHIS3-Vektors. Die homologen Nukleotide 
(GCA bzw. TG) befinden sich in der genomischen DNA 738 b
746 bp hinter dem Translationsstart (Abb. 3.68). Die vier Nukleotidpaare, die zwischen den 
beiden Homologien lag, ging bei der Insertion des Vektors verloren, ebenso die restlichen 
Nukleotide des Einzelstrangüberhangs des Vektors. 
 
Durch die Integration des Vektors wurde die SAC1-Domäne des PsINP53-Gens verändert. 
Schemata des mutierten und nicht mutierten PsINP53-Gens sind in der Abbildung 3.67 darge-
stellt.  
 
 
 
 
Psinp53 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.67: Schemata des mutierten Psinp53-Gens und des PsINP53-Gens inklusive der 
folgenden Leserahmen. Die Regionen des Vektors, das putative Stop-Signal (TAG) und die
putativen Polyadenylierungssignale sind markiert. 
 
Der Vektor wurde innerhalb einer konservierten Region integriert, die für eine SAC1-Domän
kodiert (Abb. 3.69 Aminosäure 275). In der sich nach der Integration ergebenden Sequenz ist 
es möglich einen Leserahmen zu finden, der mit dem atg des PsINP53-Gens beginnt und
itete 
Aminosäurensequenz besitzt zur SAC1-Domäne (pfam02383) nur eine 52 % Ähnlichkeit, im
Gegensatz zu 99 % Ähnlichkeit des PsInp53p zu dieser Domäne. Dem Stopcodon folgt nach 
260 bp in putatives aktives Polyadenylierungssignal (Shatkin und anley, 2000). Die M e
Phosphatase-Domäne (Abb. 3.67 inp53-2) folgt in der mutierten Sequenz nach dem integrier-
6000 40002000 8000
   inp53-1 PsHIS3 
 TAG  putatives Polyadenylierungssignal 
AmpR inp53-2 
INP53 Zuckertransporter Ribonuklease III 
 putatives Polyadenylierungssignal 
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ten PsHIS3- und AmpR-Gen und nutzt ein anderes Leseraster als die SAC1-Domäne. Die dem 
nosäuren langes Protein. Die abgeleitete Aminosäurensequenz des Gens ist im Einbuch
 
. 
 
 
Tabelle 3.15: Codonnutzung des Gens PsINP53 
 
Wildtyp-PsINP53-Gen folgenden Domänen kodieren für einen Zuckertransporter und für eine 
Ribonuklease III-Funktion (Abb. 3.67). 
 
3.2.5.3 Charakterisierung des PsINP53-Gens 
Der sich ergebende 3338 bp große Leserahmen des PsINP53-Gens kodiert für ein 1107 Ami-
sta-
bencode dargestellt (Abb. 3.69). In der Codonnutzung des PsINP53-Gens werden alle 61
möglichen Tripletts verwendet (Tab. 3.15). Ebenso verhält es sich beim INP53 Gen von S
cerevisiae. Das bedeutet, die Codonneigung beider Gene liegt sehr niedrig. Für das PsINP53-
Gen wurde ein CBI von 0,191 berechnet (Bennetzen und Hall, 1982b). Der CBI des Gens 
ScINP53 liegt mit 0,072 sogar noch niedriger.  
In den Codonnutzungen von verschiedenen P. stipitis-Genen (9298 Codons wurden berück-
sichtigt) liegt die Nutzung der Tripletts CGA, CGG und GCG unter 1 %. Die Nutzung dieser
Tripletts liegt auch in dem PsINP53-Gen sehr niedrig, für CGA liegt sie bei 0,18 %, für CGG
bei 0,09 % und für GCG bei 0,36 %.  
 
AS Codon An- AS Codon An- AS Codon An- AS Co- An-zahl zahl zahl don zahl
32 Tyr TAT 16 Cys TGT 6 Phe TTT 31 Ser TCT
Phe TTC
Leu 
Leu 
 TCC 15 Tyr TAC
TTA 
TTG
26 Ser 
24 Ser 
46 Ser 
TCA 26 Ochre 
TCG 15 Amber 
 16 Cys TGC 4 
TAA 0 Opal TGA 0 
TAG 1 Trp TGG 11 
Leu CTT 16 Pro CCT 30 His CAT 
Leu CTC 8 Pro CCC 
Leu CTA 7 Pro 
Leu CTG 2 Pro 
CCA 27 Gln 
CCG 4 Gln 
9 His CAC 
CAA 26 Arg CGA 2
CAG 14 Arg CGG 1
20 Arg CGT 8 
 
 
7 Arg CGC 1 
16 24 Thr ACT 32 Asn AAT Ile ATT 37 Ser AGT 
5 ATC 25 Thr ACC 9 Asn AAC Ile 29 Ser AGC 
A32 Arg GA 32 ATA 11 Thr ACA 29 Lys AAA Ile 
AAG AGG 5 ATG 14 Thr ACG 9 Lys Met 40 Arg 
44 Gly GGT25 Ala GCT 30 Asp GAT Val GTT  21 
22 Gly GTC 12 Ala GCC 17 Asp GAC Val GGC 5 
GAA 40 Gly GTA 17 Ala GCA 16 Glu Val GGA 22
GAG 18 Gly GTG 16 Ala GCG 4 Glu Val GGG 7 
 
Die bevorzugten Codons sind unterstrichen. 
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Funktionelle Elemente in PsINP53 
Im 5´Bereich des offenen Leserahmens des Gens PsINP53 sind ypische eukaryontisch  t e
-
 
 
bp bis -276 bp und -463 bp bis -467 bp vor dem Translationsstart. 
n 
 
 
r
-
-
-
Pro-
motorelemente zu finden (Abb. 3.68). Putative TATA-Boxen finden sich in der Region von 
14 bp bis -17 bp und von -256 bp bis -271 bp. Eine putative CAAT-Box lässt sich von Nukle-
otid -294 bp bis -299 bp ausmachen und eine mögliche GC-Box in der Region von -29 bp bis
-33 bp. Ein putativer CAAT-Bindefaktor mit der Konsensussequ nz ATTGG findet sich -272 e
In dem Stromaufwärts-Bereich des PsINP53-Gens kommen die putative Konsensussequenze
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren vor, die die Antwort auf Umweltbedingungen, wie
Nährstoff- und Sauerstoffkonzentration oder auf Stress regulieren.  
Die optimale Promotor-Bindestelle für das GCN4-Protein ist in S. cerevisiae das Palindrom
5´ATGA(C/G)TCAT (Braus et al., 1988; Hinnebusch, 1992). Diese putative Konsensusse-
quenz wi d in abgewandelter Form in den Regionen -276 bp bis -283 bp, -630 bp bis -637 bp 
und -641 bp bis -649 bp im 5´Bereich des PsINP53-Gens gefunden. Dieser Transkriptionsfak
tor des Leucin-Zipper-Typs kontrolliert die generelle Antwort auf Aminosäuremangel (Hin
nebusch, 1988). Ein Bestandteil der GCN4-Konsensussequenz (TGACTA) ist auch das Er
kennungselement für den Säugertranskriptionsfaktor AP-1 (activator protein-1). Dieses Ele-
ment führt bei S. cerevisiae zu einer GCN4-unabhängigen Transkriptionsaktivierung durch 
 
-
n 
l-
les Stresselement beschrieben und ist in beiden Orientierungen aktiv (Mager und de Kruijff, 
r  
das AP-1-homologe Protein  yAP-1 (Harshman et al., 1988). Eine Sequenz ähnlich der AP-1
Konsensussequenz kann im Stromaufwärts-Bereich des PsINP53-Gens (-638 bp TGACTA 
632 bp) gefunden werden. 
In der 5´Region des PsINP53-Gens tritt die putative Konsensussequenz des regulatorische
Faktors STRE (-363 bp AGGGG -367 bp) auf. Dieses Element ist in S. cerevisiae als genere
1995). In der 5´Region des Gens ScINP53 ist dieses Element nicht zu finden.  
Ein weite er putativer Transkriptionsfaktor, der nicht im Stromaufwärts-Bereich des ORF des
ScINP53-Gens, aber in dem Bereich des PsINP53-Gens zu finden ist, ist HAP1 (heme aktiva-
tor protein 1). HAP1 ist verantwortlich für die Regulation sauerstoffabhängiger Gene. Seine 
Im Promotor des PsINP53-Gens wurde auch die putative Konsensussequenz des HIF-1 
putative Konsensussequenz kommt im Bereich von Nukleotid -622 bp bis -632 bp vor.  
(hy-
poxia induced factor-1) (5´TACGTGCT3´) in abgewandelter Form gefunden (-602 bp 
unterstützen, gefunden. Ein mögliches Stromabwärts-Element mit der Konsensussequenz 
 
 
t 
1 
TACGTATT - 609 bp) (Semenza et al., 1994). Dieser Faktor reguliert die Ex ression der Gp e-
ne, die bei Sauerstofflimitation induziert werden. 
 
Des Weiteren wurden putative cis-regulatorische Signale, die die Formation des 3´-Endes 
AAGAA lässt sich in dem PsINP53 en 2634 bp bis 2638 bp und 2990 bp bis 2994 bp hinterG
dem Translationsstart ausmachen. Dieses Signal ist bei S. cerevisiae für die Positionierung
des poly(A)-Schwanzes verantwortlich (Zaret und Sherman, 1982; Russo et al., 1993). E  iss
weiterhin ein putatives aktives Polyadenylierungssignal erkennbar. Es befindet sich 64 bis 7
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Nukleotide nach dem Translationsstop und besteht aus einer A-reichen Region (Shatkin und 
Manley, 2000).   
 
-649 ATCAGTCAAT ATTGACTCCG CCTTTCCGCG AGAAGTTTGT CGTACGTATT CTTCGTTAGA 
-589 TATGCCTTCT TTTGTTAGGT TCTCTTCGAA GCTAGAGCCT  ATTATTGTCA CGTCCTTGAT 
-529 GTTCAAGTTG TTGTGTAAGA TATCTAGACG  TCTGGGTGAT GTGGAACCGA GGATGAATTT 
-469 GTATTGGCTC AACTTCTCGT  ATAATGGATG TCGAAACGAA GGCATACTAT  ATGGAAACTG 
-409 ATTGTTGGAA  TTACGAATAG ATTCAAGGAG CCGCTTTAA A ATAGGGGTAA GCTTACAATA 
A -349 AAAACCAGGT TAAAACCTCC AGATAAAAG A TACGACAAAG GTATTTATAT  CCAAATCCA
-289 GGGAATTGAG TCAATTGGAA TTGTGCGTTA TAAAGATACA  AAGCAACTAC CTTCGAATAG 
-229 CTAAGTATGG AGATCAAGTT TCAAATAGAC  GCACTCAGCA GTCTTGTGCC TCCTTCGCAA 
-169 AAAATTCCTG AATACACACT  CTACCCGAAA TTTGGTATTT CAGATGAACC CTAGTTCTCC 
-109 AGATTCAGTT  TAAGTAGCAG AAACAGCAGA ATCAACTCCA TTTGAATACC AGTCAACATC 
  -49 ATCATCAACA TCAACTGGCG GTTGCATAT T TGTATAGAAT  TGTAGTGTA -(1) ATGAAGTTGC 
    11 TATATAAGGA CAGTCCTCGT  ACCATTGCAC TCTGTTCAGA GACTCACGCA CTCTTACTTC 
    71 GACAGCTGAA GAAAGCGTCG AAAGTCAATG TTGAAATTGC GTCCAACAGC CATGTCAC
A  
 
A
 491 GTATCTCCAA TACTAAATTA TTTGAAGGAG CAAGTCGTAC  CAAACCTACC AAGACTGT
  911 CTTTGATTAA TCCTAAGATC  ACTTTGACGA GATCCTTAGA AGCAACTCAG CCAATTTTCG 
971 ATAGACATTT  CACAGAAGTA TGTGAAAAGT ACGGAGTCTG TCATATTGTG AACTTGTTAT 
1031 CCAAAACCAA GCCAGCTGAA ATTTCTGTTTC AAGGAGATTT CGTGATTTGT  ACGACGAT
T
 TTTTGCAGGA GCTTTGTCTG  ACGTTACCAA ATCAGTGTCT CGTATGTACC AGAACACTTT 
 
1931 AAACTCACAA AAGGAACAAT ATTTGCTTTT GAGAACAGAA TCAATAGCTT  CTATGTCC
TA 
  131 AAG ACAAGG GTTCCGCACA TTGATTAAGA GGGAAGTGTT TGGATGTCTA  GGTTTGATCC
  191 ATTTGGACCA TCAGGTATTT GTGGCTGTCA TCACTGGTGC  CATACTTAAC GTGGCGAATC
  251 CAGTCAACTA TGAGACAGTG GACAAAATTT  ACTCTGTTGA TTTCATATCA TTAGCTTCTG 
  311 ACGAATGGGA CTTCGCTAAC  TTGGATGCTA ACGGAATCCC AATAGCTGTT GCTGGATCTG 
  371 AAGAAGACAA  CGATTACGCC AGAGAGGTAC ATCCTTGCCA GGAGTTGAAG AAGTTATTGT 
  431 CGA TGGCTC ATTCTACTAT TCTAACGACT TTGATTTGAC TTCTCTATTG  CAGAACAGAG 
AG 
  551 AGCACTACCA AAAAGAGTAC ATGTGGAATT  CGTTTCTTAT GGATGAATTG CTCAAATTCA 
  611 GATCGAACTT AGATCCCTAT  GCCCAAGAGT CCATGGACAA CAACCATTTT CTCACTACTG 
  671 TAATCAGAGG  GTTTGCCAAG ACTGTAGCTT TGAACTCCTC TCAAGATTCT ATCACTGTGA 
  731 TTTCAAAGCA ATCATGGAAA AGAGCTGGAA CAAGATTCAA TGCTCGTGGT  ATTGATGACA 
  791 ATGGTAATGT AGCCAACTTT GTTGAGACAG AATTTATATA  CTTTCATCCA ACTCAGTCTT 
  851 CGATTTTTTC ATTCACGCAG ATTAGAGGCT  CGGTGCCAAC ATTTTGGGAA CAGGATTCAA 
  
GC 
 1091 AGAACGTAAG GAAGAGATCT CCTATACAGA GTTCGATTTC  CATCATGAAA CAAAACAAAG
1151 TGGAGGTTTT GCCGGAGCAA CAAAAATCCT  TCCCTTACTT AGAGATTCAC AAGAACAATT 
1211 CGGTTGGTTC GTTTATGACA  TTGAACAAGA GGAAGTTGTG ACCCGTCAAG ATGGTGTGTT 
1271 CAGAGTCAAT  TGCTTGGATT GTCTTGACAG AACAAACTTG ATCCAGCAAG TTATTTGCAA 
1331 GAA GTATTG GACAGTATTT TGCAAAATCA ATCGTCTGGA AGCCATCGTG  ATAGATTGGT 
1391 GAATGAGGAT ATAATCATAA AGCACAATTC ATTATGGGCC  GATAATGGTG ATGCCATCTC 
1451 CCAAATCTAC ACGGGTACAA ATGCCCTTAA  GTCTTCGTTT TCAAGATCTG GAAAGATGAA 
1511
1571 TGTTGATGGT  AAGAAACAAT CAACTATGGA TGTTTTATTA GGCTACGATG CCAGAACGAG 
1631 ACCTGTAAAA ATATTTGATC CTATCAATGA TTACGAACAA TTGAAAACAC  AGTCCAATCT 
1691 ATTCACTACT TGGAATAATA TTACGGTATT CGCTGGTACA  TATAATTTAA ATGCTTTGGA 
1751 ACCTGGTGCT AGACCTGTTG ATTTGACTGG  ATGGTTGTTC CCACCCGAAA ATTCTAGTAG 
1811 TGAACTACCC GATATCTTTG  CCATTGGTTT CCAGGAGTTA ATTGAGCTCA ATGCTGGGGG
1871 AATGTTGAAT  GCCGATCCTT CAAAACCATT GAAGTGGGCA AAGATCTTGA ATGATCAGTT 
TT 
1991 ATTCTTGTTT GCAAAGAAAT CTCAAGTGCA CAATGTCACA  CAAGTGGCCG GATCTTCACG 
2051 GAAGACAGGT TTAGGAGGAA TGACTGCTAA  CAAAGGAGCT TGTGCTGTAA GATTTGAATT 
2111 TGGGTCTACA TCGTTTGCTT  TAATTACATC CCATTTGGCT GCTGGTACTA CTGCAGTTGT 
2171 TGAAAGATTC  AACGACTATT CTACAATCAT GCAAGGGTTG ACATTCACAA GAAATTACAC1 
2231 CATAAAAGAT CACGACCATG TGATCTGGTT TGGAGATTTG AACTACAGAA  TCTCGCTAGC 
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2291 AAATGACCAA TGCAGGTCGC TTATTGAACA TGGTGCATTC  GATGAGTTGC TTGCTGTTGA 
2351 TCAATTGAAT GAAGAAATAT CTCTGAAGGG  TGCATTTCAT GGGTTCAAAG AAGGACCGAT 
2411 CAAGTTTTAT CCTACTTACA  AGTTTGATAA GGGCACTTCT GATTATGATA CATCTGAGAA 
2471 GCAAAGAGTT  CCATCTTGGA CGGATAGAGT CCTTTATTTG TCAGCTAAGG ATAAAGAGAG 
2531 TTTGAAGCTT CTCAACTATA ACTCTGTTAT GGATATCTTT GTCAGTGATC  ACAAACCAGT 
2591 ATATGCCACA TTCAACAGTA AAGTTG ATT CATCGACCAA  GACA AAGAAGT TGAAGATGTC 
2651 TAAGAGTTTG TATGATAGTT ACAAGTTAGA  ACATCTCGGT GTTGGTGAGA ATTTACTAGA 
2711 CATTAGTGCG GCCAACTCAA  TCTATTCCAA GAGTCCGGAC CCCAAAACTA ACGGAAACAG 
2771 TTTCTCCCAT  GATGTTTTGT CTGATATGAA TTTATTAGGT GTCGAAACAG TTTCAACACC 
2831 CACTTCGGTA AAAAGTGAAA TTTCACCTAG ACGAGTTCCT CCTCCTCCTA  CTAGCAGAAG 
2891 ACAGGTTGCC ACAGACTTGA CAACTGGAAG AGCCACGTTA  CCTAGAAAGT TACCTCCACC 
2951 TCCAGAAACC GGCTTTTCTG TGCCTCCTCC  CCCACCAGAA AGAAAATCAA ATGCAAGTCT 
3011 TGCAATCCCT ACTCCGAGGG  TAGTCAATCC TCCATTTGGA TTTTCTACAA CACCACTCAT 
3071 TCCTAGCAGA  TCCAATTCTG CTACGCCTAA CATTTCGTCG CCAGTATCAT CTCCTGTTTT 
3131 AAAATCTAAT GGGGCTTCAC CACTTCACAG GACTATACCT CCACTTCATC  CATCACATCC 
3191 ATCGAACGTG AAACCATTGG TTCCCTCCAA ACCCACGACT  TTGGCTGCTC CAAAGAT
 
-
 
-
n 
(Abb. 3.69). Die Proteinlängen variieren zwischen 1036 Aminosäuren bei S. pombe und 1132 
Aminosäuren bei D. hansenii. Die Ähnlichkeiten der Aminosäurensequenzen sind relativ ge
ring. Berücksichtigt wurden nur identische Aminosäuren. Die geringste Ähnlichkeit besteht 
 
 
. 
 
 
 
als die für das gesamte Protein. Nach der SAC1-Domäne folgt die 5-Phosphatase Do
benfalls ein 
796 bis 809). Die katalytische Domäne der Inosi-
0.    
 
 
CTT 
3251 GAAGCCGGAA GTAAGCAAAT CAGAAACCCA  TTTGCCACCT CCACTTCAAA AGGCAAAAAC 
3311 TGCTGTACCT GCTCCACCTC  CTCCAGATTA G 
Abbildung 3.68: Nukleotidsequenz des PsINP53-Gens inklusive der 5´-nicht-tranlatierten
Region; mögliche Promotorelemente sind fett geschrieben; mögliche cis-regulatorische Ele
mente sind unterstrichen. Weitere Erklärungen finden sich im Text. Der Translationsstart und
die folgenden Basen sind kursiv gedruckt.  
 
Ähnlichkeiten der abgeleiteten Aminosäuresequenzen des PsINP53-Gens mit INP53
Genen weiterer Hefen 
Die Inp53p-Aminosäurensequenzen verschiedener Hefen wurden mit P. stipitis vergliche
-
mit S. pombe (39 %) und die größte mit D. hansenii (62 %). C. albicans zeigt eine Ähnlich-
keit von 57 %, C. glabrata eine von 44 % und K. lactis und S. cerevisiae eine von 41 %. Die
Varianz ist insbesondere im C-terminalen Bereich zu erkennen. 
Das Inp53 Protein besteht bei S. cerevisiae aus drei Domänen. N-terminal liegt zuerst die
SACI-Domäne (pfam02383), sie reicht von Aminosäure 74 bis Aminosäure 419 (Abb. 3.69)
Innerhalb dieser Domäne gibt es ein putatives katalytisches Motiv (Hughes et al., 2000) mit 
der Konsensussequenz RXNCLDCLDRTN (Abb. 3.69 Aminosäure 459 bis 470). Ein ähnli-
ches Motiv ist auch bei Säugern zu finden (Stolz et al., 1998; Hughes et al., 2000). Hughes et
al. (2000) fanden sieben weitere sehr konservierte Motive in der SAC1-Domäne (Abb. 3.69
unterstrichen). Die Aminosäurensequenzhomologie ist in diesen Bereichen wesentlich höher
mäne 
und C-terminal eine prolinreiche Domäne. Die 5´-Phosphatase Domäne besitzt e
konserviertes Motiv (Abb. 3.69 Aminosäure 
tolpolyphosphatphosphatase reicht von Aminosäure 612 bis Aminosäure 93
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40 
PsInp53   M K L L Y K D S P - R T I A L C S E T H A L L L R Q L - K - - - - - - - - K A S 
DhInp53  M K V V Y K E N P - R T I C I R S D T H S L C F E E L - N T N R S K H LL  K E S  
CaInp53  M K L L Y K E H P - R T L V L Y S D T F S L S F R I K - S S K E L D S - - K K P  
KlInp53  M Q I L V Q Q G P E R V I A L A S E S F A L L L K Y V - P - -  -  -  -  -  - - P K D 
ScInp53  M I I F V S  E E P E R R L A I V S N L Y A L V L K P V - G - -  -  -  -  -  - - K K P  
CgInp53       L L S R Q P D - R R I A I V S D R H A L I F K S V - G - -  -  -  -  -  - - H N K  
SpInp53  M Q C L L R E K P - R S L A L V N K D H A L M F H S V P Q - -  -  -  -  -  - - N K N  
80 
PsInp53   K V N - - - - V E I A S N S H V T K - - E - - Q G F R T L I K R E V F G C L G L 
DhInp53   A V A - - - - V E L L P N D Q I T K - - E - - N G F K P L L K K E V F G C L G L 
CaInp53   T V N - - - - V D L I P N T N I T K - - E - - Q G Y R T L I R R D V F G C L G L 
KlInp53  K T H P V C T I E M V P K S Y L - K - - K - - Q K F E K L S K L E I H G F I G L 
ScInp53  S D K P L C A I E L L Q K N D L - K - - K - - Y G F K R L T S H E I F G V I G L 
CgInp53  S T N - - - - A P L C A I D L V E  K G Q L K D Q G F K K L T H N E V H G F I G M    
SpInp53  S L S - - - - V C V A E F T A L S E - - K P L E G F R K I S S H R I Y G T L G L 
120 
PsInp53   I H L D H Q V F V A V I T G A I L N V A N P V N Y E T V D K I Y S V D F I S L A  
DhInp53   I S I D K K A F L A V I T G A M T D V A H P V  V Y E S V D K I Y S V D F V S L S  
CaInp53   I Y V E D Q I Y L A I I T G A L T N V A R P I E N E T V D K I Y S V D F V S L N   
KlInp53   I E L E G S I F I G T I T G K S - E V A S P I P G E T V N K I Y G V D F F C L D  
ScInp53   I  E V N G L L F V G A I  T G K S - K V A Q P C P G E T V N K I F A V D F F C L N  
CgInp53 I E G Y I F L G A I T G K S - K V A Q P I P G E T V N K I Y A V D F F C L N    I E 
SpInp53  I E L E G S N F L C V I S G A S - E V A R V R D K E R V F R I M E V C F Y S V N  
160 
PsInp53   S D E W D F A N L D A N G I P I A V A G S E E D - - N D - - - - - - - Y A R E V  
DhInp53   S D E W D F V S F D T S G L P L A S T A D E F E A E N N - - - - - - - Y A R E P    
CaInp53   N D D WD F V E L D S S G Y P  I  V V N E E Q D D - - D D N N I T S D R Y A R V Q   
KlInp53   S N R W D F V E F D S N G  F P I I  P E E E Y A S - - S S - - - - - - - N Q Q Q Q  
ScInp53   D N S W D F I E I D S S G Y P V L P E T A S T E - - Y Q - - - - - - - D A L P K  
CgInp53   D S R W D F V E I D N S G Y P V L P N R D S S D - - L K - - - - - - - E T L P R  
SpInp53   R S N W D H I R Q E - N Y S P D I  P D G Y D T D T Q G Y D S - - - - - Y K Y A A  
200 
PsInp53  H P C Q E L K K L L S N G S F Y Y S N D F D L T S L L Q N R G I S N T K L F E G  
DhInp53  H P C H E M Q K L L S N G S F Y Y S N D F D L T S L I Q N R G I Q N L R L H H E  
CaInp53    H P C F E L R K L L S N G S F Y Y S N D F D L T S L L Q N R G V S - - - - - - -  
KlInp53    H P C H D L K K L L S N G S F Y Y S S D F D L T S L L Q S R G L N Q H S L - - -  
ScInp53  H P C Y E L K K L L S N G S F Y Y S S D F D L T S T L Q H R G Y G Q H S L - - -  
CgInp53  H P C Y E L R K L L S D G S F N Y S S N F D L T S T L Q K R R F S D H S L - - -   
SpInp53   E P F S S L R K L  L T N G S F Y F S L D F D I T T R L Q L R - - - - - - - - - -  
240 
PsInp53  A S R T K P T K T V E H Y Q K E Y M WN S F L M D E L L K F R S N L D P Y A Q E  
DhInp53  K E G V R K I N - L E H Y L E E Y M WN S F M MC E I F E F R S K L D S Y V Q S  
CaInp53  -  S P D T R I N S I D H Y K P E Y M WN S F  L M D E L I H F R S N L D T Y N Q L  
KlInp53  -  - - - - - - - S F D N Y Q E E Y M WN S F  L M Q E I I T F R N H L  D D K A K Q  
ScInp53  -  - - - - - - - S T D T Y E E E Y M WN S F  L M Q E M I T Y R D H L  D T N L K Q 
CgInp53  -  - - - - - - - S V D N F E E E Y M WN Y F  L M N E I I T Y R D R L  D M E T K R  
SpInp53  T S Q T M T E P Q Y D S M H T Q F M WN E F M L R Q L I F R S N H L N G D E K S  
280 
PsInp53  S M D N N H F L T T V I R G F A K T V A - - L N S S Q D S I T V I S K Q S W K R   
DhInp53  T L D D N R F L T T V I R G F A K T V N - - L N S S G E S M T I I S K Q S W K R   
CaInp53  I L D D N R F L T T V I R G F A K T T P - - I G S N G D S L T I I S K Q S W K R  
KlInp53  I M D D E  G F L T T V I R G F A E T F P S Y I G R M P V N L T M I S K Q S W K R 
ScInp53  I L D D E G F L T T V I R G F A E T F V S Y V K K L K V A L T I I S K Q S W K R    
CgInp53  I L D D E G F L T T V I R G F A E T F V T Y V K K L K V G L T V I S K Q S W K R    
SpInp53  A L D G C R F F T C A I R G F A S T E Q F K L G I Q T L R L S L I S R L S S L R 
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320 
PsInp53  A G T R F N A R G I D D N G N V A N F V E T E F I Y F H P T Q S S I F S  F T Q I  
DhInp53  A G T R F N A R G I D D N G N V A N F V E T E F I F N Q P T R E Q I T S F T Q I 
CaInp53  A G T R Y N T R G I D D N G N V A N F V E T E Y I Y Y N P S K S S I F T F T Q I 
KlInp53  A G T R F N V R G I D D E A N V A N F C E T E F I M Y - - S E E Y C F A V T E I 
ScInp53  A G T R F N A R G V D D E A N V A N F V E T E F I  M Y - - S S Q Y C Y A F T Q I  
CgInp53  A G T R F N A R G V D D D A N V A N F V E T E F I M Y - - S N E Y C Y T F T I I 
SpInp53  A G T R F L S R G V D D D G N V A N F V E T E T I L - - D S S K Y C V T Y C Q V   
360 
PsInp53  R G S V P T F W E Q D S T - L I N P K I  T L T R S L E A T Q P I F D R H F T E V  
DhInp53  R G S V P T F W E Q D L T - L I  N P K I T L T R S L E A T Q  P I F N K H F T E I  
CaInp53  R G S V P T F W E Q D S S - L M N P K I T L T R S T Q A T Q P V F N K H F G D I 
KlInp53    R G S V P V F W E Q D T A - L  I N P K V T I T R S V E A T Q S T F D E H F K R L 
ScInp53  R G S I P V F W E Q G T S - L I N P R V Q I T R S F E A T Q P V F D K H I MK S
CgInp53   R G S I  P V F W E Q D T S - L I N P K V Q I T R S K E A T Q P V F D K H F H R L 
SpInp53  R G S I P I F W E Q E G V Q M F G Q K I D I T R S L E A T R A A F E K H F T S L    
400 
PsInp53  C E K Y G V C H I V N L L S K T K P A E I S V S R R F R D L Y D D A E R - - - K 
DhInp53  C Q K Y G V C H I I N L L S K T K P A E V Q V L R R Y K Q L Y T G S N R - - - R  
CaInp53  L Q S Y G V C H I V D L L S K T K S S E V Q I S Q R Y Q Q L Y N H C D K - - - K 
KlInp53  I Q K Y G P V H V V N L L S - T K S S E I E L T R R Y R E H F E R S K S L K L N  
ScInp53  V E  K Y G P V H V V N L L S - T K S S E I E L S K R Y K E H L T H S K K L N F N  
CgInp53  I E  K Y G P V H V V N L L S - T K S S E I E L S Q R Y K Q Q I V D S K S L R L N  
SpInp53  I E E Y G P V H I I N L L G - T G S G E  R S L S E R L R Q H I Q L S P E - - - K 
440 
PsInp53  E E I  S Y T E F D  F  H H E T K Q - S G G F A G A T K I L P L L R D S Q E Q F G W 
DhInp53  D E M A F S E F D F  H H E T K Q L S G G F A G A T K I L P M L Y D S L E N F G W 
CaInp53  E E I D Y T A F D F  H H E T K I -  A G G F A G A T K I L P Y L Q D S L N S F G W 
KlInp53  S E I F L T E F D F  H K E T K E - E G - F A A A S K I M P T L E R S I L E N G Y   
ScInp53  K D I F L T E F D F  H K E T S Q -  E G - F S G V R K L I P L I L D S L L S S G Y  
CgInp53  D D V F Y S H F D F  H K E T S Q - E G -  F S A V R R V L  P L L S N S I L E A G Y  
SpInp53  D L I H L T E F D Y H S Q I R S - - - - F E D A N K I R P M I Y S D A E T F G F  
480 
PsInp53  F V Y D I E Q E E V V T R Q D G V F R V N C L D C L D R T N L I Q Q V  I C K N V 
DhInp53  F V Y D S  D Q G E T V T R Q D G V F R T N C L D C L D R T N L I Q Q V I C Q S I  
CaInp53  F T Y D M N R Q E V I T R Q D  G I F R V N C L D C L D R T N L I E Q V I C R S V  
KlInp53  F S Y D V K E K K Q L S E Q N G V F R T N C L D C L D R T N L I  Q Q F I S R Y T 
ScInp53  Y S Y D V R E K K N I S E Q H G I F R T N C L D C L D R T N L A Q Q I I S L A A  
CgInp53  F S Y D V K D K K V L S E Q H G V F R V N C L D C L D R T N L V Q Q T V S L A V 
SpInp53   Y F E N N E G Q S I V V - Q D G V F R T N C L D C L D R T N V I Q N L V S R V F  
520 
PsInp53  L D S I L - - Q N Q - - S S G S H R D R L V N E - D I  I   I K H N S L WA D N G D 
DhInp53  L E H T L - - Q N Q R G S R E G N H E R Y A V E - D L V N K H N T L WA D H G D 
CaInp53  L E N L L - - T N Q - - - - G I Y N N R MA F E - G M  I Q K H N T L WA D N G D 
KlInp53    F I L F L  - - E D F - - Q L I K P K L P L I E E Y D W Y Q K H N N I WA D H G D 
ScInp53  F R T F L - - E D F - - R L I S S N S F I D D D - D F V S K H N T L WA D H G D 
CgInp53  F K I F L - - E D F - - Q I I G P K S F I D E E - D F A  I K H N T L WA D H G D   
SpInp53  L E Q V M I Y T R Q - - N A G Y - - - - - - - - - D F WQ V H S T I WA N N G D 
560 
PsInp53   A I S Q I Y T G T N A L K S S F S R S G K M N F A G A L S D V T K S V S R M Y Q 
DhInp53  A I S Q I Y T G T N A L K S S F S R S G K M N F A G A L S D V T K S V S R M Y Q  
CaInp53  A I S Q I Y T G T N A L K S S F S R S G K M N F A G A L S D V T K S V S R M Y Q 
KlInp53   A V S Q I Y T G T N A L K S S F S R K G K M S F A G A L S D A T K S V S R M Y I 
ScInp53  Q I S  Q I Y T G T N A L K S S F S R K G K M S L A G A L S D A T K S V S R I Y I 
CgInp53  Q I S  Q I Y T G T N A L K S S F S R K G K M S L A G V L S D A T K S V S R M Y I 
SpInp53  A L A R I Y T G T G A L K S S F T R K G K L S I A G A L N D L S K S V G R M Y I 
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600 
PsInp53   N T F V D G K K Q S T M D V L L G Y D A R T R - P V K I F D P I N D Y V N E Q L 
DhInp53   N T F L D S K K Q S T M D L L L G Y D A Q N S L P V R I Y D P I N E F V Q E K L  
CaInp53  N T F V D G K K Q S T I D I L V G V D G R N S C K V K V Y N P  A S  E Y I K S K L  
KlInp53  N N F M D K N K Q M N I D A L L G R L P H Q H - S V E L F D P I N D Y V N E E L  
ScInp53  N N F M D K E K Q Q N I D T L L G R L P Y Q K - A V Q L Y D P V N E Y V S T K L  
CgInp53  N N F M D K G K Q Q N I D C L L G R L A D Q K - S  V E L Y D P F N E Y V T N K L  
SpInp53  N N F Q D K G R Q E T I D L L L G R L I D Q H - P V I L Y D P I  H E Y  V N H E L  
640 
PsInp53  K T Q S N L F T T WN N I  T V F A G T Y N L N A L E P - G A R P V D L T G WL F  
DhInp53  H G E A G S F T T WN D I N I F V G T F L V N A A V P - H G K - V D L A S F L F   
CaInp53  K E Q E N S F T S F E N V K I F T G T Y L V N A F N P L M T K N I D L T S WL F 
KlInp53  R K Q E A Q F T T T S N I K I L C G T F L V N G L - - - - T K S V D L S E WL Y  
ScInp53  Q S M S D K F T S T S  N I N L L I G S F L V N G - - - -  A T K K V D L S K WL F 
CgInp53   H E R A E E F T N N S N I N I F V G S F L V N G T - - - - S K R S D L S K WL F  
SpInp53  R K R E N E F S E H K N V K I F V A S Y N L N G C S A -  T T K - - - L E N WL F   
680 
PsInp53  P P - - E N S S S E L P D I F A I G F Q E L I E L N A G G M L N A D P S K P L K  
DhInp53  P P - - E N T E  I  E L P D V Y A I G L Q E V I E L N A G S I L S S D S S K P S L  
CaInp53  P S S V Q N G D G S L P D M Y A I G L Q E L I E L N A S S I L N A D G S R A L Q  
KlInp53  P - - - - I G K R Y L P D I V V L G L Q E V I E L N A S S I L N V D T S K S Q F  
ScInp53  P I - - G E K F K- - P D I V V L G L Q E V I E L S A G S I L N A D Y S K S S F  
CgInp53   P  I - - G D K F K - - P D I V V L G L Q E V I E L T A G S I L N A D Y T K G S F 
SpInp53  P - - - - - E N T P L A D I Y V V G F Q E I V Q L T P Q Q V I S A D P A K R R E  
720 
PsInp53  W A K I L N D Q L N S - - Q K E Q - Y L L L R T E S I A S M S L F L F A K K S Q 
DhInp53  W A K L L E T Q L N S - - Q G E P - Y L L L R T E S I A S M S L F L F V K K S Q 
CaInp53  W S Q L L N E Q L N S F Q M D E E - Y V L L R T E S I A T M A L F L Y V K K S K   
KlInp53  W K D L V H S C L N - - - K H E N - Y I M L R A E Q M S S L I I L F F V K A D K  
ScInp53  W E N L V G D C L N Q - - Y D D K - Y L L L R V E Q M T S L L I L F F V K A D K  
CgInp53   W E T M V S D C L N Q - - Y D D K - Y L L L R V E Q M S S L L I V F F V K A D K 
SpInp53  W E S C V K R L L N G K C T S G P G Y V Q L R S G Q L V G T A L M I F C K E S C 
760 
PsInp53  V H N V T Q V A G S S R K T G L G G M T A N K G A C A V R F E F G S T  S F A L I 
DhInp53  V H K V T Q V A G S S K K T G L G G I A A N K G A C G V R F E F G L T  S F V L V  
CaInp53  V S Y V T R V A G S S K K T G L G G M A A N K G A C G I R C L F G T T  S F A F V  
KlInp53  V G N V K R V E G S S K K T G L G G M T G N K G A V A I R F D Y G S T  S F C F I  
ScInp53  A K Y V K Q V E G A T K K T G F R G M A G N K G A V S I R F E Y G A T  S F C F V  
CgInp53   A H N Y T K V A E S A R K T G L F G M T A G K G A C V S I F E D Y S N S F C F V  
SpInp53  L P S I K N V E G T V K K T G L G G V S G N K G A V A I R F D Y E D T G L C F I 
800 
PsInp53  T S H L A A G T T A V V E R F N D Y S T I M Q G L T F T R N Y T I K D H D H V I 
DhInp53  T S H L A A G T T A L V E R Y N D Y M T I M S G L T F T R N F T I K D H D H I I 
CaInp53  T C H L A A G T L A V T E R Y N D Y S T I M Q G L V F P R N Y Y I K D H D H V I 
KlInp53  N A H L S A G V N N V E E R R S D Y E S I T K G I S F S R S K R I   D H H N S T F  
ScInp53  N S H L A A G A T N V E E R R S D Y E S I V R G I T F T R T K M I  P H H D S I F  
CgInp53   N A H L A A G A N N I D E R R N D F E S I T N G T Q F T R S K N I  S H H D S I F  
SpInp53  T S H L A A G Y T N Y D E R D H D Y R T I A S G L R F R R G R S I F N H D Y V V  
840 
PsInp53  W F G D L N Y R I S L A N D Q C R S L I - - - E H G A F D E L L A V D Q L N E E 
DhInp53  W F G D L N Y R V S L P N D Q C R Y F I - - - E N G A F D E L T A V D Q L N Q E  
CaInp53  W F G D L N Y R I D I P N L E C R Q L V - - - A N G A Y K E L L E N D Q L T R E 
KlInp53  W L G D L N Y R I E L P N E K V R S I L S L P  D N A D L D K L L E H D Q L T S E 
ScInp53  W L G D M N Y R I N L P N E D V R R E L L N Q E  E G Y I D K L L H F D Q L T L G 
CgInp53   W L G D L N Y R I Q L T N E E V R K L L V T Q P D G Y I D K L L K Y D Q L T Q E 
SpInp53   W F G D F N Y R I S L T Y E E V V P C I - - - A Q G K L S Y L F E Y D Q L N K Q 
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880 
PsInp53  I S L K G A F H G F K E  G P I K F Y P Y K F D K G T S D Y D T S E K QT  R V P S 
DhInp53  M T R K G A F Y G F K E  G A I K F Y P T Y K F D K G T S N Y D S S E K Q R I P S 
CaInp53  R R D R G A F N E F K E  G L V K F P P T Y K F D K Y T N D Y D T S E K Q R T P S 
KlInp53  M A S E S V F K G F M E  P S I Q F R P T Y K Y D H G T D R Y D T S E K A  R I P S 
ScInp53  I N S G S V F E G F K E P T L K F  R P T Y K Y D P G T G T Y D S S E K E R T P S 
CgInp53   I N A G V V F K E F K E P T L K F R P T Y K Y D Y G S D N Y D S S E K A R T P S  
SpInp53   M L T G K V F P F F S E L P I T F P P T Y K F D I G T D I Y D T S D K H R V P A   
920 
PsInp53     W T D R V L Y L S A K - - - D K E S L K L L N Y N S V M D I F V S D H K P V Y A    
DhInp53    W T D R V L Y M T S K - - - G V D P I K Q  L N Y N S C M N I V V S D H K P V Y S   
CaInp53    W T D R V L F L S D K K L T T T N P L K L L K Y D S A I D V L Y S D H K A V Y A   
KlInp53    W T D R I L Y K G - - - - - - - E N L Q P M A Y S D A - K L N L S D H K P V Y A   
ScInp53    W T D R I I Y K G - - - - - - - E N L L P L S Y S D A - P I M I S D H R P V Y A 
CgInp53   W T D R I I Y K G - - - - - - - E N L Y P L A Y S D A - H L L L S D H R P V Y A 
SpInp53  W T D R I L Y - - - - - - - -  R G E L V P H S Y Q S V - P L Y Y S D H R P I Y A  
960 
PsInp53   T F N S K V E F I  D Q D K K L K M S K S L Y D S Y K L E H L - G V G E - - - N L  
DhInp53  T  L K S R V K F V D E D K K I K L S K H L Y D I Y K K E H G - D I G E V - - S L 
CaInp53  S  E T T A K I F N E Q - - Q I K K N K - - - - - - - - - - - - - L N E - - - I I   
KlInp53  A Y K A K V K F I  D E E S K I Q M T K K L Y M D Y K Q S H P Q D S G S I N S A L 
ScInp53  A Y R A K I T F V D D K E R L S L K K R L F T E Y K Q E H P - E E P G - - - S L   
CgInp53   A Y R A K V T  F I  D D D K K H R I V Q A L H K E Y K I E H P - E E T S - - - L T   
SpInp53  T Y E A N I V K V D R E K K K I L  F E E L Y N Q R K Q H V R - D A S Q T S Y T L  
1000 
PsInp53  L D I S A A N S I Y S K S P D P - - - K T N G N S F S H D V L S D M N L L G V E  
DhInp53  L E L S D S M T L S S K - P S S - - - L N S D S G F S M D T L S E M N L L D D A  
CaInp53  S S L S F K K I T P S P S P S P A P L T T S S T T T T T T T M S R T S S L T R S  
KlInp53  L D L  E L V D A - - K E E P K P - - - V I S T E M S L L D L D L H F E S A G V S  
ScInp53  I S D L L  S L D L D N K S T D - - - - - - G F K S S S E S S L L D I D P I  M A Q  
CgInp53   N N L L L D L D I E S R T Q S E - - - Q T N G S Q - - - - - T S S I N F - - - - 
SpInp53   I D I - - A G S V A G K P - - - - - - - - - - - - - - - N L I P H L P A N G V D  
1040 
PsInp53  T V S - - T P - - - - - T S V K S E I X X X X X X X X X X X X X Q V A T D L T -   
DhInp53  D T D - - A P K L P A R P M E R T N T L X K X I X X X R M X X K Q I S L D Q T K 
CaInp53  S T S I L T P - - - - - T P V S A - - - - - - - - - - - - - - - G G T T D L I -  
KlInp53  T S R A - M P - - - - - P K P L S P S X R S S S S M S S L X L  T S P P V G P T -  
ScInp53  P T A - - S S - - - - - VA S S S P V X S A S A S L Q X V R T Q N S S Q S R T -  
CgInp53   E A P - - L S - - - - - H S L Q S S T X S F A S L T X R N R N A Q Q D T E V R -  
SpInp53  K  I K - - Q P - - - - - S S E R S K WWF D D G - - - - - - - - - - - - - - - - 
1080 
PsInp53  T G R A - T L - - P R - - -  K L P P P P E T G F S V P P P - P P E R - - - - - -  
DhInp53  T A S N - A F - - P R - - - K L P P T P Y N Q E V L V P S - P S K S - - - - - -  
CaInp53  H G L G Q T T - - T T - - -  T L S S A P - - - - - - P P P - P  P A R - - - - - -  
KlInp53  A R R G - D T - - V R N G A Q L T K E P  E A V R R V P P P - P  P H K - - - - - -  
ScInp53  P I K K - P V - - L R - - - P P P P P A H K S V S A P A P S T S K E K S P T P Q 
CgInp53  S S S A S V L S S P G - - - A I D K S V K P K L S A P P P - P A P R I Q P K K E  
SpInp53  - - - - - - L - - P A - - - K - - - - - - - -  S I A A P  P - G P E Y - - - - - -  
1120 
PsInp53  - - - K S N - - - - A S L A I P T P R V - - - - - - - - - - - - - V - N P - - - 
DhInp53  - - - I S N - - - - P L L R S P T A S T S A S T P P P P P P S R K V G N P V K P 
CaInp53  - - - R - - - - - - - - - A M T T P S T - - - - - - - - - - - - - I - - P - - - 
KlInp53  - - - K P V I T L D S P V R T P S P S S - - - - - - - - - - - - - I - S T - - - 
ScInp53  - - - T S T - - - - A S L S S V T K N I - - - - Q E N K P L A Q N R R I P - - - 
CgInp53  L E V E S N G S R L S S P A T P K P T V - - - - - - - - - L S P Q V - P P K R K 
SpInp53  - - - R L N - -  - -  P S R P I N P F E P - - - - - - - - - - - - - T - A E - - - 
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1160 
PsInp53  - - P F G F S - - - - T T P L I P S R S N - - - - - - - - S A T P N I S - - S P 
DhInp53  - - P I G F S - - - - S T P L I S S R S N - - - - - - - - S A T P S R G - - S P 
CaInp53  - - P I G F S - - - - S T P L I P S P L S  - - - - - - - - S - - - N R S - - S P 
KlInp53  - - S A S D R - - - - K I T L V P P P P P - - - - - - - - S R K P  N P P - - P G 
ScInp53  - - P P G F S - - - - Q N I L T P - - - - - - - - - - - - K S T S N L A - - S P 
CgInp53   V L P P G F S D S I V L T P K N S S Q S S V D V K A L S P S P K N K V S - - S P 
SpInp53  - - P D WI S - - - - N T K Q S F D K K S - - - - - - - - S L I D S I  P A L S P 
1200 
PsInp53  V S S P V L K S N G A S P L H R T I P P L H P - - - - S H P S N V K P L V P S K    
DhInp53  I S T P S T T G N E Q N Q E H - - - - - - - - - - - - - - - P K L N P I V P T K 
CaInp53  A P S - - - I  N S S S E K K H D T K P P I P P M K R N T T L N D I K L S S P S L  
KlInp53  F S D V I L T P K G S T P E P V A S P P V P I D T A E S S A K K S K P H V P S K 
ScInp53  M S S K V D L Y N S A S E S T R - - - - - - - - - - - - - - - S A Q D A R Q Q T 
CgInp53  P I S - - L K S N N E G E G K R K I P P A K P - - - - E K K P E L E S L - - - - 
SpInp53  A P S S L A R S S V S S - - Q R S S T S I I P - - - - - - - - - I K P N K P T K 
1234 
PsI L np53  P T T L A A P K I - - - K P E V S K S E T H L P  P P L Q K A K T A 
DhInp53 K  P A S L A S S K T - - - S S S L E A T S A S Y I P N S T P A T S A   
Ca L Inp53  T N S I K S G K V - - - K D D   
KlInp53  K P E L A   
ScInp5 K A 3  P T A F A A S R D - V N G Q P E A L L G D E N P I E P E E 
CgInp53  - - T L D S WK P - - - L Q P K    
SpInp53  P D H L V A P R V K P L L P P R S G S S S S G V P A P       
 
Abbil m
D. ha ), ), S d S. 
pomb
3.2.6 Charakterisierung weiterer putativer Gärungsmutanten von P. stipitis 
28 P. stipitis Mutanten, die im Screening Verfahren als gärungsdefekt erschienen, wurden zur 
Chara setzt. Im F
ng der putativen Gärungsmutanten P. stipitis 4.21, 4.26, 8.18 und 
um Stamm 1665 ein langsamerer Anstieg, insbesondere in der Xy-
losekultivierung (Abb. 3.70D). In der Glucosekultivierung erreichte die Mutante 8.18 densel-
ben maximalen RQ wie der Vergleichsstamm. In der Xylosekultivierung hingegen erreichte 
die Mutante 8.18 einen wesentlich geringeren RQ als der Ausgangsstamm (Abb. 3.70D). Die 
dung 3.69: Alignment der A inosäurensequenzen von Inp53p zwischen P. stipitis (Ps), 
nsenii (Dh), C. albicans (Ca K. lactis (Kl . cerevisiae (Sc), C. glabrata (Cg) un
e (Sp). 
kterisierung im Sensomatsystem einge olgenden sind die Gasumsätze einiger 
dieser 28 Mutanten dargestellt. Es wurden Kultivierungen unter semiaeroben Bedingungen 
durchgeführt um die Gärung zu induzieren. Als Medium wurde PMM mit 1 % Hefeextrakt 
und 3 % Glucose oder Xylose eingesetzt. Zu Beginn der Wachstumskurve wurde die Kultur 
mit einer OD von 1 angeimpft. 13 dieser Mutanten ließen im Sensomatsystem unter semiae-
roben Bedingungen keinen ausgeprägten Gärungsdefekt erkennen.  
 
3.2.6.1 Charakterisieru
8.60 
Vier weitere putative Gärungsmutanten, P. stipitis 4.21, 4.26, 8.18 und 8.60, zeigten hinsicht-
lich ihrer Kohlendioxidbildung ein vom Ausgangsstamm abweichendes Verhalten (Abb. 
3.70A-C).  
Die Mutante 8.18 wies im Vergleich zum Ausgangsstamm eine langsamere aber gleichzeitig 
einsetzende Kohlendioxidbildung auf (Abb. 3.70A). Betrachtet man den RQ der Mutante 
zeigte sich im Vergleich z
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Induktion der Gärung war in der Mutante 8.18 geringer als im Ausgangsstamm, insbesondere 
im Xylosemedium.  
Die Kohlendioxidbildung der Mutante 8.60 begann in der Glucosekultivierung verzögert 
(Abb. 3.70C), sie erreichte aber den gleichen Gasumsatz wie der Vergleichsstamm. Der RQ 
der Mutante 8.60 stieg innerhalb der ersten acht Stunden langsamer als der des Ausgangs-
stammes (Abb. 3.70F). Die Mutante 8.60 induzierte die Gärung im Vergleich zum Stamm 
1665 zeitlich verzögert. 
In der Xylosekultivierung bildeten die Mutanten 4.21 und 4.26 schneller Kohlendioxid als der 
Stamm 1665 (Abb. 3.70B). Der RQ der Mutanten, insbesondere 4.26, stieg stärker an als der 
irekter, 
aher wurden die Mutanten nicht weiter untersucht. 
des Vergleichsstammes (Abb. 3.70E). Die beiden Mutanten 4.21 und 4.26 zeigten somit eine 
frühere bzw. stärkere Induktion der Gärung. In der Glucosekultivierung der Mutanten deutete 
sich dies nicht an. Der Effekt der Mutation auf die Gärung war wahrscheinlich ein ind
d
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        1665 Glucose                                    1665 Xylose                                      4.26 Xylose 8.18/8.60                                           8.18/4.21 Glucose                                             Xylose  his3-1 und der Mutanten P. stipitis 8.18 (A, D), 4.21 (B, E), 4.26 (B, E) 
.60 (C, F) unter semiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % 
xtrakt. 
 Charakterisierung der putativen Gärungsmutanten P. stipitis 8.14 und 8.76 
utanten P. stipitis 8.14 und 8.76 entstanden durch Einfachintegration des Vektors 
sHIS3 in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1 (Abb. 3.29 Spur 5, 15) Beide Mutanten  
n unter semiaeroben Kultivierungsbedingungen einen starken Wachstumsdefekt auf 
 3.71). Aufgrund des langsamen Wachstums in den Vorkulturen konnten die Hauptkul-
nicht mit einem Zelltrockengewicht von 0,5 g/l angeimpft werden. Die Glucosekultur 
utante 8.14 wurde mit einem Zelltrockengewicht von 0,11 g/l angeimpft und die Xylo-
dung 3.70: CO2-Bildung (A-C) und RQ (D-F) im Verlauf der Kultivierung des Stam-
. stipitis 1665
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sekultur der Mutante 8.76 mit einem von 0,05 g/l. Beide Kulturen zeigten eine lange Lag-
Phase.  
In der Xylosekultivierung wuchs die Mutante 8.14 nur in den ersten zwei Stunden, anschlie-
ßend blieb das Zelltrockengewicht über 24 Stunden konstant (Abb. 3.71A).   
Die Mutante 8.76 zeigte innerhalb der ersten acht Stunden der Xylosekultivierung kein 
Wachstum (Abb. 3.71B). In der Glucosekultivierung wies die Mutante 8.76 nur ein geringfü-
gig schwächeres Wachstum auf als der Ausgangsstamm.  
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1665 Xylose 8.76 Xylose
Abbildung 3.71
         A                                                                          B 
: Zelltrockengewicht im Verlauf der Kultivierung des Stammes P. stipitis 
1665 his3-1 und der Mutanten P. stipitis 8.14 (A) und 8.76 (B) in PMM-Medium mit 3 % 
Gluc  Hefee
 
Die r aero
Muta inen S t nach hlendioxid 
(Abb. 3.72A, B). Dies steht in Einklang mit dem Wachstumsdefekt, de
Bedi r. Da kaum
der R em
ng m kei
iae
PL s gerin
Quelle und bildete kein Ethanol. Der putative Gärungsdefekt war bei der Mu
n 
in RQ von 1,6, der über 16 Stunden konstant blieb (Abb. 3.72C).  In der Xylosekultivierung 
semiaerob                P. stipitis 8.14                                                 P. stipitis 8.76 
 
 
 
 
 
ose bzw. Xylose und 1 % xtrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
im Glucosemedium unte ben Kultivierungsbedingungen angezogenen Zellen der 
nte 8.14 verbrauchten ke auerstoff und bildeten ers  39 Stunden Ko
r unter semiaeroben 
ngungen zu erkennen wa in den ersten 39 Stunden  Gasumsatz stattfand, wird 
Q der Mutante nicht dargestellt. Auch unter s iaeroben und hypoxischen Kultivie-
ru sbedingungen zeigte die Mutante 8.14 im Glucosemediu ne Gasumsätze. Unter se-
m roben Bedingungen wurden die Zucker- und  Ethanolkonzentrationen im Medium mittels 
H C gemessen. Die Mutante 8.14 verbrauchte aufgrund ihre gen Wachstums kaum C-
tante 8.14 wahr-
scheinlich in einem Wachstumsdefekt begründet.   
 
Die Mutante 8.76 verbrauchte unter aeroben Kultivierungsbedingungen im Glucosemedium 
im Vergleich zum Stamm 1665 weniger Sauerstoff und bildete weniger Kohlendioxid (Abb. 
3.72A, B). Beide Kurven zeigten einen zweistufigen Verlauf. Aus den Gasumsätzen zu Be-
ginn der Kultivierung ergab sich für die Mutante P. stipitis 8.76 trotz aerober Bedingunge
e
wies die Mutante 8.76 kaum Gasumsätze auf. Dies ist im fehlenden Wachstum begründet. 
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Abbildung 3.72: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) im Verlauf der Kultivie-
rung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutanten P. stipitis 8.14 und 8.76 unter ae-
roben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % Glucose und 1 % Hefeextrakt. 
 
 Wert von 18 (Abb. 
.73C).  
er Mutan  
-
1,5
2,0
2,5
aerob          O2-Verbrauch                         CO2-Bildung                                       RQ   
   
 
Die Mutante 8.76 bildete im Glucosemedium unter semiaeroben Bedingungen im Vergleich 
zum Stamm 1665 verzögert Kohlendioxid (Abb. 3.73B). Der RQ der Mutante stieg langsam 
an und erreichte erst nach 22 Stunden Kultivierung seinen maximalen
3
Die im Xylosemedium unter semiaeroben Bedingungen angezogenen Zellen d te 8.76 
zeigten nur einen langsamen Anstieg im Sauerstoffverbrauch und in der Kohlendioxidbildung 
(Abb. 3.73A, B). Nach 44 Stunden Kultivierung wurden Gasumsätze von 0,5 g/l für Sauer-
stoff und 0,9 g/l für Kohlendioxid erreicht. Der Vergleichsstamm erreichte weit höhere Um
sätze. Der RQ der Mutante 8.76 zeigte nur eine sehr geringfügige Steigung von 1 auf 1,5.  
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 der Xylosekultivierung verbrauchte die Mutante 8.76 wenig Xylose und bildete wenig E-
thanol (Abb. 3.74B). Dies steht in Einklang mit dem geringen Wachstum in dieser Kultur 
(Abb. 3.71B).  
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Die im Glucosemedium angezogenen Zellen der Mutante 8.76 zeigten innerhalb der ersten 
neun Stunden der Kultivierung eine im Vergleich zum Stamm 1665 erhöhte spezifische Glu-
coseaufnahmerate (Abb. 3.74A). Erst nach acht Stunden begann die Mutante 8.76 Ethanol zu 
bilden (Abb. 3.74B). Nach 16 Stunden Kultivierung blieb die Ethanolkonzentration konstant 
bei einem Wert von 2,7 g/l, während der Vergleichsstamm 6,5 g Ethanol /l bildete. Die spezi-
fische Ethanolbildungsrate der Mutante 8.76 stieg dementsprechend später an als die Rate des 
Vergleichsstammes (Abb. 3.74C). Beide Stämme erreichten die gleiche spezifischen Ethanol-
bildungsrate. Die Mutante 8.76 induzierte die Gärung im Glucosemedium nur verzögert. 
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Abbildung 3.74: Spezifische Glucoseaufnahmerate (A), Ethanolkonzentration (B) und spezi-
fische Ethanolbildungsrate (C) im Verlauf der Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 
his3-1
0,10t
d der Mutante P. stipitis 8.76 in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeex-
 
thanolertrages des Vergleichsstam-
es (Abb. 3.75B). Auch die spezifische Ethanolbildungsrate der Mutante war geringer als die 
des Ausgangsstammes (Abb. 3.75E).  
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trakt unter semiaeroben Bedingungen. 
3.2.6.3 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 54.3 
Die Mutante P. stipitis 54.3 entstand durch eine Einfachintegration des Vektors pBSPsHIS3 
in den Stamm P. stipitis 1665 his3 (Abb. 3.29, Spur 3). Die Mutante 54.3 erreichte im Verlauf 
der Glucosekultivierung unter semiaeroben Bedingungen nur 75 % des Biomasseertrages des 
Transformationsstammes. Die spezifische Glucoseaufnahmerate und Ethanolbildungsrate der 
Mutante zeigten unter semiaeroben Bedingungen keine Unterschiede zu denen des Ausgangs-
stammes. Ebenso wiesen beide Stämme vergleichbare Gasumsätze auf. Ein ähnliches Bild 
deutete sich in der Glucosekultivierung der Mutante 54.3 unter aeroben Bedingungen an. 
In der Xylosekultivierung erreichte die Mutante 54.3 unter semiaeroben Bedingungen nur 57 
% des Biomasseertrags (Abb. 3.75A) und nur 33 % des E
m
Die spezifische Xyloseaufnahmerate der Mutante 54.3 war zu Beginn der Kultivierung um 
den Faktor vier geringer als die des Stammes 1665 (Abb. 3.75D). Dann 
die spezifische Ethanolb
fische Xyloseaufnahmerate wieder zu sinken, während die spezifische Et
anstieg. In Einklang mit der geringeren spezifischen Ethanolbildungsrate zeigte die Muta  
). Somit war der Anteil der 
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Gärung am Stoffwechsel der Mutante 54.3 unter semiaeroben Bedingungen im Xylose- nicht 
aber im Glucosemedium geringer als beim Ausgangsstamm.   
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 Abbildung 3.75: Zelltrockengewicht (A), Ethanolkonzentration (B), RQ (C), spezifische 
Xyloseaufnahmerate (D) und spezifische Ethanolbildungsrate (E) im Verlauf der Kultivierung 
des Stammes  P. stipitis 1665 his3-1  und  der  Mutante P. stipitis 54.3  in  PMM-Medium  mit 
3 % Xylose und 1  % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
 
Während der Xylosekultivierung unter aeroben Bedingungen zeigten der Sauerstoffverbrauch 
und die Kohlendioxidbildung der Mutante 54.3 eine längere Lag-Phase als beim Vergleichs-
stamm. Weitere Unterschiede ließen sich zwischen den beiden Stämmen nicht erkennen.  
Unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen verhielten sich die Mutante 54.3 und der Aus-
gangsstamm im Xylosemedium gleich.  
 
3.2.6.4 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.54 
w. 0,32 h-1 in der Xylosekul-
tivierung. Nach 48 Stunden Kultivierung wurde von beiden Stämmen annähernd das gleiche 
Z - und
iaeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante 8.54 ließen im Gluco-
1665 erkennen (Abb. 3.76A). Der sich aus den Gasumsätzen ergebende
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Die Mutante P. stipitis 8.54 wies unter semiaeroben Bedingungen eine geringere Wachstums-
rate als der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 auf. In der Glucosekultivierung ergab sich für die 
Mutante eine Wachstumsrate von 0,19 h-1, in der Xylosekultivierung eine von 0,20 h-1. Die 
Raten des Ausgangsstammes betrugen 0,34 h-1 in der Glucose- bz
elltrockengewicht erreicht. Die spezifischen Zuckeraufnahme  Ethanolbildungsraten der 
Mutante 8.54 zeigten unter semiaeroben Bedingungen keinen Unterschied zu den Raten des 
Vergleichsstammes.  
Die unter sem
se- und im Xylosemedium eine geringere Kohlendioxidbildung als die Zellen des Stammes  
 RQ der Mutante 8.54 
zeigte einen geringeren Anstieg als der RQ des Ausgangsstammes (Abb. 3.76B). Die spezifi-
 
Ergebnisse                    113
schen Kohlendioxidbildungsrate der Mutante 8.54 stieg in der Glucosekultivierung innerhalb 
der ersten 18 Stunden an, während die spezifische Rate des Ausgangsstammes in diesem Zeit-
raum sank (Abb. 3.76C).  
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bbildung 3.76: CO2-Bildung (A), RQ (B) und spezifische CO2-Bildungsrate (C) im Verlauf 
iner Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.54 unter 
emiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
nter aeroben Bedingungen begann die Mutante 8.54 im Glucosemedium geringfügig später 
auerstoff zu verbrauchen als der Vergleichsstamm. Die Kohlendioxidbildung und der RQ 
er beiden Stämme waren fast identisch. Die Mutante erreichte nur einem maximalen RQ von 
,6 während der Vergleichsstamm einen RQ von 2,2 erreichte. In der Xylosekultivierung 
eigte die Mutante 8.54 unter aeroben Bedingungen eine längere Lag-Phase in den Gasumsät-
en als der Stamm 1665 (Abb. 3.77A, B). Der RQ der Mutante lag im Gegensatz zu dem RQ 
es Ausgangsstammes zu Beginn der Kultivierung über 1,3 (Abb. 3.77C). Die Mutante gärte 
omit schon zu Beginn der Kultivierung. 
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bbildung 3.77: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) im Verlauf einer Kultivie-
ung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.54 unter aeroben Be-
ingungen in PMM-Medium mit 3 % Xylose und 1 % Hefeextrakt. 
            A                                             B                                               C 
nter hypoxischen Bedingungen zeigte die Mutante 8.54 im Vergleich zum Ausgangsstamm 
inen niedrigeren Sauerstoffverbrauch aber eine höhere Kohlendioxidbildung, insbesondere in 
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der Glucosekultivierung (Abb. 3.78A, B). Dadurch ergab sich für die Mutante ein sehr hoher 
RQ (Abb. 3.78C).  
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Abbildung 3.78: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) im Verlauf einer Kultivie-
rung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.54 unter hypoxischen 
Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
  
3.2.6.5 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.39 
Die putative Gärungsmutante P. stipitis 8.39 entstand durch Einfachintegration des Vektors 
pNMPsHIS3 in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1 (Abb. 3.29, Spur 8). Im Verlauf der Kulti-
vierung unter semiaeroben Bedingungen zeigte die Mutante 8.39 die gleiche Wachstumsrate 
wie der Transformationsstamm. Sie erreichte aber nur 75 % des Biomasseertrages des Aus-
gangsstammes.  
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Abbildung 3.79: Spezifische Glucoseaufnahmerate (A), spezifische Ethanolbildungsrate (B, 
C), CO2-Bildung (D), RQ (E) und spezifische CO2-Bildungsrate (F) im Verlauf der Kultivie-
rung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.39 in PMM-Medium 
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In der Xylosekultivierung waren die spezifischen Xyloseaufnahmeraten beider Stämme unter 
semiaeroben Bedingungen gleich. In der Glucosekultivierung ergab sich für die Mutante 8.39 
zu
s-
ten (Abb. 3.79B, C). Ebenso wies die Mutante 8.39 in beiden Kultivierungen eine geringere 
 der 
nter hypoxischen Bedingungen wies die Mutante 8.39 geringere Gasumsätze auf als der 
n der Glucose-
. 3.80C).  
 Beginn eine geringere spezifische Glucoseaufnahmerate als für den Vergleichsstamm 
(Abb. 3.79A). In beiden Kultivierungen bildete die Mutante 8.39 weniger Ethanol als der 
Ausgangsstamm. Daraus ergaben sich für die Mutante geringere spezifische Ethanolbildung
ra
Kohlendioxidbildung und einen geringeren RQ auf als der Vergleichsstamm (Abb. 3.79D, E). 
Dies spiegelte sich auch in den geringeren spezifischen Kohlendioxidbildungsraten wieder 
(Abb. 3.79F). 
In der Xylosekultivierung unter aeroben Bedingungen waren zwischen dem Verhalten
Mutante 8.39 und dem Stamm 1665 keine Unterschiede zu erkennen. In der Glucosekultivie-
rung zeigte die Mutante 8.39 eine längere Lag-Phase. Daraus ergab sich in den Gasumsätzen 
und im RQ im Vergleich zum Stamm 1665 eine zeitliche Verschiebung um sechs Stunden.  
 
U
Vergleichsstamm, insbesondere in der Glucosekultivierung (Abb. 3.80A, B). I
kultivierung zeigte die Mutante P. stipitis 8.39 zu Beginn einen RQ von drei, der aber nach 
acht Stunden Kultivierung unter eins sank und dann konstant bei einem Wert von zwei blieb. 
Der Vergleichsstamm hingegen zeigte einen RQ von vier. In der Xylosekultivierung der Mut-
ante 8.39 stieg der RQ an, lag aber niedriger als der des Vergleichsstammes. Der RQ der 
Mutante erreichte erst nach zehn Stunden Kultivierung einen Wert über 1,3 (Abb
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2 2  der Kultivie-
ng des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.39 unter hypoxischen 
Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
3.2.6.6 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.53 
Die Mutante P. stipitis 8.53 entstand durch eine Einfachintegration des Vektor pNMPsHIS3 
in den Transformationsstamm P. stipitis 1665 his3 (Abb. 3.29, Spur 9). In der Kultivierung 
unter semiaeroben Bedingungen wies die Mutante 8.53 nur eine Wachstumsrate von 0,19 h-1 
im Glucosemedium und von 0,12 h-1 im Xylosemedium auf (Abb. 3.81A). Die Wachstumsra-
ru
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te des Transformationsstammes betrugen 0,34 h-1 im Glucose- und 0,32 h-1 im Xylosemedium. 
Die Mutante 8.53 erreichte 78 % des Biomasseertrags des Ausgangsstammes.  
 
Während der ersten neun bzw. zehn Stunden der Kultivierung unter semiaeroben Bedingun-
gen wies die Mutante 8.53 im Vergleich zum Ausgangsstamm höhere spezifische Zuckerauf-
nahmeraten auf (Abb. 3.81B). Anschließend zeigten sich in den Kulturen annähernd die glei-
chen Raten. Die Mutante 8.53 begann ähnlich dem Vergleichsstamm nach vier Stunden Kul-
tivierung Ethanol zu bilden. Die spezifische Ethanolbildungsrate der Mutante 8.53 war im 
Vergleich zum Ausgangsstamm geringer, insbesondere im Glucosemedium (Abb. 3.81C).  
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und der Mutante P. stipitis 8.53 in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt 
unter semiaeroben Bedingungen. 
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. 3.82B). Der Anteil der Gärung am Meta-
semiaerob                                                                                             
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Abbildung 3.82:
 Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.53 unter 
iaeroben Bedingungen in PMM
 
Die Mutante 8.53 bildete unter semiaeroben Bedingungen weniger Kohlendioxid als der 
Stamm 1665 (Abb. 3.82A). Die maximal erreichten Gasumsätze der Mutante 8.53 betrugen in 
der Xylosekultivierung 63 % und in der Glucosekultivierung 86 % der maximalen Gasumsät-
ze des Ausgangsstammes. Der RQ der Mutante 8.53 lag über 1,3 und war im Vergleich zu 
dem des Stammes 1665 wesentlich niedriger (Abb
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bolismus der Mutante war niedriger als beim Ausgangsstamm. Dies deutete sich auch in den 
geringeren und konstanten spezifischen Kohlendioxidbildungsraten der Mutante an (Abb. 
3.82C).  
Die unter aeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante P. stipitis 8.53 verhielten 
sich wie der Vergleichsstamm. Die Gasumsätze stiegen ca. drei Stunden später an, zeigten 
aber eine ähnliche Steigung und auch der RQ wies einen ähnlichen Verlauf auf.  
Unter hypoxischen Bedingungen verbrauchte die Mutante 8.53 nur wenig Sauerstoff (Abb. 
3.83A). Im Gegensatz dazu setzte die Kohlendioxidbildung im Glucosemedium schon zu Be-
ginn ein und war stärker als die des Vergleichsstammes (Abb. 3.83B). Aufgrund dieser Gas-
umsätze ergab sich für die Mutante 8.53 nach 20 Stunden Kultivierung im Glucosemedium 
alen RQ von vier 
rreichte. Auch in der Xylosekultivierung wies die Mutante 8.53 einen im Vergleich zum 
ein maximaler RQ von 240 (Abb. 3.83C, sek. Achse). Erst zu diesem Zeitpunkt begann der 
Sauerstoffverbrauch der Mutante. Während der weiteren Glucosekultivierung zeigte die Mut-
ante 8.53 einen RQ von 30 bis 40, während der Stamm 1665 einen maxim
e
Ausgangsstamm höheren und relativ konstanten RQ auf.  
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er Kultivie-
 Wachstumsrate 
nen als der Ausgangsstamm (Abb. 3.84B, C). Die 
aten stiegen an, während die Raten des Vergleichsstammes sanken (Abb. 3.84B, C). Wäh-
rend die Aufnahmeraten stiegen wurde das Wachstum der Mutante langsamer und die Etha-
nolbildung begann (Abb. 3.84D). Die Ethanolbildung der Mutante 4.9 zeigte im Gegensatz zu 
2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) im Verlauf d
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rung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.53 unter hypoxischen 
Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
3.2.6.7 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 4.9 
Die Mutante P. stipitis 4.9 zeigte wie schon andere Mutanten eine geringere
unter semiaeroben Bedingungen (Abb. 3.84A). Die im Glucosemedium angezogenen Zellen 
der Mutante wiesen eine Wachstumsrate von 0,25 h-1 auf und die im Xylosemedium angezo-
genen Zellen eine von 0,28 h-1. Die Wachstumsrate des Vergleichsstammes betrug in der Glu-
cosekultivierung 0,34 h-1 und in der Xylosekultivierung 0,32 h-1.  
Unter semiaeroben Bedingungen ließ die Mutante 4.9 zu Beginn der Kultivierungen geringere 
spezifische Zuckeraufnahmeraten erken
R
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der des Vergleichsstammes einen zweistufigen Verlauf. Dies war besonders bei der Betrach-
tung der spezifischen Ethanolbildungsraten zu erkennen (Abb. 3.84E, F).  
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Abbildung 3.84: Zelltrockengewicht (A), spezifische Zuckeraufnahmerate (B, C), Ethanol-
konzentration (D) und spezifische Ethanolbildungsrate (E, F) im Verlauf einer Kultivierung 
des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 4.9 in PMM-Medium mit 3 % 
C-Quelle und 1  % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen. 
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Abbildung 3.85: CO2-Bildung (A), RQ (B) und spezifische CO2-Bildungsrate (C) im Verlauf 
einer Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 4.9 unter 
semiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
Unter semiaeroben Bedingungen wies die Mutante 4.9 in ihren Gasumsätzen eine längere 
Lag-Phase auf, besonders im Glucosemedium (Abb. 3.85A). Der RQ der Mutante 4.9 stieg 
später an und zeigte ein geringeres Maximum als der des Vergleichsstammes, insbesondere in 
           A                                               B                              
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der Glucosekultivierung (Abb. 3.85B). In Einklang mit der verzögerten bzw. geringen Gä-
rung, zeigte die Mutante 4.9 zu Beginn der Kultivierung geringere spezifische Kohlendioxid-
bildungsraten als der Ausgangsstamm (Abb. 3.85C). Die Raten der Mutante 4.9 stiegen nach 
sechs Stunden Kultivierung an, während die Raten des Vergleichsstammes sanken. 
 
3.2.6.8 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.33  
Die putative Gärungsmutante P. stipitis 8.33 zeigte unter semiaeroben Bedingungen eine im 
Vergleich zum Ausgangsstamm 1665 geringere Wachstumsrate von 0,17 h-1 in der Glucose- 
und 0,14 h-1 in der Xylosekultivierung (Abb. 3.86A). Sie erreichte aber den gleichen Biomas-
seertrag wie der Vergleichsstamm. Beide Stämme wiesen die gleichen spezifischen Glucose-
aufnahmeraten im Verlauf der Kultivierung auf. Die spezifische Xyloseaufnahmerate der 
Mutante 8.33 war innerhalb der ersten 12 Stunden geringer als die des Ausgangsstammes 
(Abb. 3.86B). Die Mutante 8.33 begann später mit der Ethanolbildung als der Stamm 1665 
bb. 3.86C) und zeigte daher später steigende aber sonst gleiche spezifische Ethanolbil-(A
dungsraten.   
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Unter semiaeroben Bedingungen bildete die Mutante 8.33 im Vergleich zum Ausgangsstamm  
.87B). Die spezifischen Kohlendioxidbildungsraten der 
n Überein  dem hrend der on-
ger st   
rungsbedin gen stieg uch und di ohlendi-
stamm. Der RQ der 
er an al  und zeigte erst nach 9 
erung einen ert über 1.
dingungen l der Sauer ch der Mutante 8.33 in rhalb der 
rsten 16 Stunden der Kultivierung im negativen Bereich. Die Kohlendioxidbildung hingegen 
stieg direkt zu Beginn der Kultivierung in beiden Medien. Dadurch ergab sich bei den Be-
nd durch eine Einfachintegration des Vektors pNMPsHIS3 
weniger Kohlendioxid (Abb. 3.87A). Dadurch zeigte die Mutante in beiden Kultivierungen 
einen langsam steigenden RQ (Abb. 3
Mutante blieben i
stant und lagen niedri
stimmung mit
als die des Ausgangs
 geringen RQ wä
ammes  (Abb. 3.87C).
Kultivierung k
Unter aeroben Kultivie gun en der Sauerstoffverbra e K
oxidbildung der Mutante 8.33 vier Stunden später
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 als beim Vergleichs
s beim Ausgangsstamm
bis 10 Stunden Kultivi  W   
Unter hypoxischen Be ag stoffverbrau ne
e
rechnungen ein unrealistisch hoher RQ.  
 
3.2.6.9 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.64  
Die Mutante P. stipitis 8.64 entsta
in den Stamm P. stipitis 1665 his3-1 (Abb. 3.29, Spur 13). Die Mutante 8.64 zeigte unter se-
miaeroben Bedingungen eine geringere Wachstumsrate als der Transformationsstamm (Abb. 
3.88A). In der Glucosekultivierung betrug ihre Wachstumsrate 0,18 h-1 und in der Xylosekul-
tivierung 0,17 h-1. Die Mutante erreichte denselben Biomasseertrag wie der Ausgangsstamm.  
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Abbildung 3.88: Zelltrockengewicht (A), spezifische Zuckeraufnahmerate (B) und Ethanol-
 
 Vergleichsstammes (Abb. 3.88C). 
konzentration (C) im Verlauf einer Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der 
Mutante P. stipitis 8.64 in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt unter semi-
aeroben Bedingungen. 
 
Unter semiaeroben Bedingungen waren die spezifischen Zuckeraufnahmeraten der Mutante 
8.64 zu Beginn der Kultivierung geringere als die des Ausgangsstammes (Abb. 3.88B). Wäh-
rend die Raten des Stammes 1665 in einem zweistufigen Verlauf sanken, stiegen die Raten 
der Mutante 8.64 nach acht Stunden an und sanken erst nach 12 Stunden ab. Die Ethanolbil-
dung der Mutante 8.64 begann zwei Stunden später die des
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Die spezifischen Ethanolbildungsraten der Mutante 8.64 zeigten ebenfalls diese zeitliche Ver-
ichsstammes. 
zögerung. Die Mutante erzielte aber ähnlich hohe Raten wie der Ausgangsstamm.  
Unter semiaeroben Bedingungen zeichnete sich die Kohlendioxidbildung der Mutante 8.64 in 
der Glucosekultivierung durch eine längere Lag-Phase aus (Abb. 3.89A). Der RQ der Mutante  
8.64 war geringer als der des Vergle
Die im Xylosemedium unter semiaeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante 8.64 
zeigten eine langsamere Kohlendioxidbildung als der Ausgangsstamm (Abb. 3.89A). Der RQ 
der Mutante 8.64 stieg langsamer an als der des Vergleichsstammes (Abb. 3.89B). In Ein-
klang mit diesen Ergebnissen war die spezifische Kohlendioxidbildung der Mutante zu Be-
ginn der Kultivierung niedriger als die des Ausgangsstammes (Abb. 3.89C). Während die 
Rate des Stammes 1665 sank, stieg die Rate der Mutante nach 12 Stunden Kultivierung an.  
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 Abbildung 3.89: CO
0,10
er Sauerstoffverbrauch und die Kohlendi-
idbildung der Mutante 8.64 erst nach 12 Stunden im Glucosemedium und nach 8 Stunden 
 Xylosemedium an. Die Mutante 8.64 zeigte einen im Vergleich zum Ausgangsstamm spä-
 ansteigenden RQ, der sonst aber den gleichen Verlauf und die gleichen Werte zeigte.  
nter hypoxischen Bedingungen ergaben sich innerhalb der ersten 20 bis 22 Stunden der Kul-
vierung der Mutante negative Werte für den Sauerstoffverbrauch. Die Kohlendioxidbildung 
 nach sechs im Glucosemedium und nach 11 Stunden im Xylosemedium an. Aus diesen 
n ergeben sich hohe RQ-Werte, im Glucosemedium bis zu 120.   
2-Bildung (A), RQ (B) und spezifische CO2-Bildungsrate (C) im Ver-
lauf einer Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.64 
unter semiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
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3.2.6.10 Charakterisierung der putativen Gärungsmutante P. stipitis 8.71  
Eine weitere putative Gärungsmutante, die durch die Einfachintegration des Vektors 
pBSPsHIS3 entstanden ist, war P. stipitis 8.71 (Abb. 3.29, Spur 15). Die Mutante 8.71 zeigte 
unter semiaeroben Bedingungen ein starkes Wachstumsdefizit (Abb. 3.90A). In der Glucose-
kultivierung betrug ihre Wachstumsrate 0,15 h-1 und in der Xylosekultivierung 0,20 h-1. Die  
Mutante erreichte nur 50 % des Biomasseertrages des Ausgangsstammes 1665.  
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Die spezifische Glucoseaufnahmerate der Mutante 8.71 war im Glucosemedium um den Fak-
tor zwei höher als die Rate des Ausgangsstammes (Abb. 3.90B). Anschließend sank die Rate 
der Mutante stark ab und zeigte die gleichen Werte wie die des Vergleichsstammes. Die im 
Xylosemedium angezogenen Zellen der Mutante 8.71 wiesen zu Beginn der Kultivierung eine 
niedrigere spezifische Xyloseaufnahmerate auf als die Zellen des Ausgangsstammes (Abb. 
3.90C). Die Rate der Mutante begann zu steigen, während die des Vergleichsstammes sank.  
Trotz des geringeren Wachstums zeigte die Mutante 8.71 eine frühzeitig einsetzende Ethanol-
bildung (Abb. 3.90D). Daraus ergaben sich höhere spezifische Ethanolbildungsraten als für 
den Ausgangsstamm, insbesondere in der Glucosekultivierung (Abb. 3.90E, F). 
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Abbildung 3.90: Zelltrockengewicht (A), spezifische Zuckeraufnahmerate (B, C), Ethanol-
konzentration (D) und spezifische Ethanolbildungsrate (E, F) im Verlauf einer Kultivierung 
des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.71 in PMM-Medium mit 3 
% C-Quelle und 1 % Hefeextrakt unter semiaeroben Bedingungen 
 
Unter semiaeroben Bedingungen stiegen der Sauerstoffverbrauch und die Kohlendioxidbil-
dung der Mutante 8.71 stärker an als die des Vergleichsstammes (Abb. 3.91B). Die Mutante 
zeigte dadurch einen schneller ansteigenden RQ als der Ausgangsstamm (Abb. 3.91B). Die 
Gärung wurde scheinbar bei der Mutante 8.71 zu einem früheren Zeitpunkt induziert, trotz der 
geringeren Zelltrockengewichtszunahme. Daraus ergaben sich für die Mutante 8.71 höhere 
spezifische Kohlendioxidbildungsraten als für den Ausgangsstamm (Abb. 3.91E, F). Die Ra-
ten beider Stämme sanken während der Kultivierung ab.  
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Abbildung 3.91: CO2-Bildung (A), RQ (B) und spezifische CO2-Bildungsrate (C) im Verlauf 
einer Kultivierung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.71 unter 
semiaeroben Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
Die unter aeroben Bedingungen angezogenen Zellen der beiden Stämme wiesen keine Unter-
schiede in den Gasumsätzen auf.  
Unter hypoxischen Bedingungen verbrauchte die Mutante 8.71 in der Glucosekultivierung 
weniger Sauerstoff und bildete mehr Kohlendioxid als der Vergleichsstamm (Abb. 3.92A, B). 
Dadurch zeigte die Mutante 8.71 einen höheren RQ in der Glucosekultivierung als der Stamm 
1665 (Abb. 3.92C). In der Xylosekultivierung ließ die Mutante 8.71 nur geringfügig höhere 
Gasumsätze erkennen als der Vergleichsstamm (Abb. 3.92A, B). Der RQ beider Stämme 
zeigte in der  Xylosekultivierung ähnliche Werte.  
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Abbildung 3.92: O2-Verbrauch (A), CO2-Bildung (B) und RQ (C) im Verlauf einer Kultivie-
rung des Stammes P. stipitis 1665 his3-1 und der Mutante P. stipitis 8.71 unter hypoxischen 
Bedingungen in PMM-Medium mit 3 % C-Quelle und 1 % Hefeextrakt. 
 
3.2.6.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der putativen Gärungsmutante
Abschließend lässt sich sagen, dass es schwierig ist in einem Screeningsystem zu unterschei-
den, ob die geringere Gärung wirklich in einem Gärungsdefekt begründet ist oder ob andere 
physiologische Merkmale wie z.B. das Wachstum die Ursache sind. 
 
                                                                                                                                                                  Ergebnisse 124
Die Mutante 8.14 wies einen starken Wachstumsdefekt auf und zeigte dadurch keine Gasum-
sätze. Die Mutante 8.76 wuchs im Xylosemedium kaum. Der RQ dieser Mutante lag in der 
Glucosekultivierung unter aeroben Bedingungen schon zu Beginn bei 1,5. Unter semiaeroben 
Bedingungen induzierte die Mutante die Gärung schwächer als der Ausgangsstamm. Die 
utanten 54.3 und 8.39 ließen im Vergleich zum Ausgangsstamm einen geringeren Biomas-
santen Phänotyp bewirken, könnte das mutierte Gen mittels inverser 
m replizieren. Der Stamm E. coli S17-1 hat das 
M
seertrag, einen geringere spezifische Ethanolbildungsrate und einen geringeren RQ erkennen. 
Es deutete sich somit eine langsamere und schwächere Induktion der Gärung an. 
Die spezifische Kohlendioxidbildungsrate betreffend konnten zwei Varianten des vom Ver-
gleichsstamm abweichenden Verhaltens festgestellt werden. Zum einen war die Rate zu Be-
ginn der Kultivierung wesentlich niedriger, stieg aber im Verlauf der Kultivierung an. Dies 
war bei den Mutanten 8.54, 8.64 und 4.9 zu erkennen. Zum anderen war und blieb die spezifi-
sche Kohlendioxidbildungsrate gering, wie bei den Mutanten 8.53 und 8.33.  
Nur eine der getesteten putativen Gärungsmutanten zeigte einen stärker steigenden RQ und 
eine höhere spezifische Ethanolbildungsrate unter semiaeroben Bedingungen. Hierbei handel-
te es sich um die Mutante 8.71. Diese Mutante wies aber zusätzlich einen Wachstumsdefekt 
auf und erreichte nur 50 % des Biomasseertrages des Vergleichsstammes. 
Die Mutante 4.9 ließ eine zusätzliche Besonderheit erkennen. Die Ethanolbildung dieser Mut-
ante zeigte einen zweistufigen Verlauf.  
 
3.3  Versuche zur Entwicklung eines Shuttle-Mutagenesesystem  
Transposons können ebenso wie integrative Vektoren genutzt werden, um zufällige Mutatio-
nen hervorzurufen. Werden entsprechende Bedingungen gewählt, können diese Mutationen in 
einer Genbank erzeugt werden. Durch homologe Rekombination sollte es möglich sein, die 
mutierten Gene dieser Genbank in einen Transformationsstamm zu integrieren. Sollte eine 
Mutation einen interes
PCR isoliert werden. Ein ähnliches System wurde für S. cerevisiae entwickelt (Seifert et al., 
1986) und genutzt um eine Mutationen tragende Sc-Genbank herzustellen (Burns et al., 
1994). 
Als Selektionsmarker für die Transformation wurde das schon vorher genutzte 1,65 kb große 
PsHIS3-Fragment (EMBL AF348970) eingesetzt. Als Ausgangsvektor diente das Plasmid 
pSUB2021, ein Derivat des Plasmids pBR325 (Priefer et al., 1985). Dieses Plasmid trägt das 
Transposon Tn5, das u. a. für ein Neomycin/Kanamycin-Resistenz kodiert. In dem Stamm E. 
coli S17-1 kann sich das Plasmid autono
„broad host range“-Plasmid RP4 in das Chromosom integriert, dieses benutzt einen oriT, der 
den konjugativen Transfer in einen geeigneten Rezipienten mit Hilfe der Genprodukte der 
Tra-Region des chromosomal integrierten Plasmid RP4 ermöglicht (Priefer et al., 1985). Da-
durch handelt es sich um ein Konjugationssystem, das Artgrenzen überwinden kann. Nach der 
Konjugation sollte sich die Plasmid-DNA im Rezipienten wegen Fehlen eines geeigneten 
Replikationsorigin nicht autonom halten können. Es kann aber eine Transposition in das 
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Chromosom des Rezipienten oder in ein vorhandenes Plasmid erfolgen. Dadurch kann eine 
Mutation induziert werden. Der Rezipient soll ein Plasmid besitzen, dass die Genbank des 
Stammes P. stipitis CBS 5774 trägt. Die Transposition des Transposon hätte eine mutierte 
Genbank zur Folge. Für die Konjugation sollte der Stamm Pseudomonas putida PG5 und das 
autonome Plasmid pJP2 genutzt werden. Waren Konjugation und Transposition erfolgreich, 
tragen die Plasmidklone die mutierte Genbank und den Pichia-Selektionsmarker PsHIS3. Die 
mutierte PsGenbank mit Selektionsmarker kann aus den Plasmidklonen herausgeschnitten 
und für Mutagenesen genutzt werden.  
3.3.1 Herstellung des Vektors pSUB2021-PsHIS3 
Mit Hilfe des Vektors pSUB2021-PsHIS3 soll eine Mutationen tragende P. stipitis-Genbank 
erstellt werden. Diese Genbank sollte dann für eine Integrationsmutagenese genutzt werden.  
Zur Konstruktion des Vektors pSUB2021-PsHIS3 wurde das 1,65 kb große PsHIS3-Fragment 
 ligiert. 
ben in welcher 
Fragm chnittstelle des Transposons Tn5; die weitere Vektorsequenz des 
tion des PsHIS3-Fragmentes erfolgte in allen getesteten Plasmide in derselben Orientierung.  
in einer PCR mit den Primern PsHIS3-5´ und PsHIS3-3´ und mit der Gesamt-DNA des 
Stammes P. stipitis CBS 5774 als Template amplifiziert. Das Plasmid pSUB2021 wurde mit 
der Restriktase SmaI linearisiert. Die Erkennungssequenz von SmaI liegt innerhalb des Tn5. 
Beide Fragmente wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung eluiert. Nach Dephospho-
rylierung des linearisierten Plasmids wurden das PsHIS3-Fragment und der Vektor
Die Ligationsprodukte wurden in den Stamm E. coli S17-1 transformiert. Zur Überprüfung 
der korrekten Klonierung des Plasmids pSUB2021-PsHIS3 wurden die Plasmide aus 19 
Transformanten getestet. Sechs dieser Plasmide zeigten in einer PCR mit den PsHIS3-
spezifischen Primern ein 1,65 kb großes Amplifikat. Die Plasmide wurden als Template mit 
zwei verschiedenen Primerkombinationen eingesetzt, die Auskunft darüber ge
Orientierung das PsHIS3-Amplifikat in das Transposon Tn5 integriert wurde (Abb. 3.93).   
HindII, 186 , 
HindII,3150
HindII,4365
HindII, 4603
BamHI, 4737, HindII, 7310
KanR PsHIS3 3´
PsHIS3 
A 
Tn5-3065
  
Abbildung 3.93: Schemata der zwei möglichen Varianten der Integration des PsHIS3-
entes in die SmaI-S
Plasmids pSUB2021 ist nicht dargestellt;  
 
Beispielhaft sind die PCR-Ergebnisse mit nur drei dieser sechs verschiedenen Plasmiden auf-
geführt (Abb. 3.94). Mit allen sechs Plasmiden wurde das 0,9 kb große Amplifikat (Abb. 3.93 
A) mit dem Primerpaar Tn5-3065 + PsHIS3 3´ erhalten (Abb. 3.94, Spur 1, 4, 6). Die Integra-
2000  4000 6000
HindII,185 HindII,3559
HindII,4365
HindII,4603 HindII, 7310
Tn5-1548 
B 
KanR PsHIS3PsHIS3 3´
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Abbildung 3.94: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate zur Überprüfung 
der Integration des PsHIS3-Fragments in das Transposon Tn5; Template: Plasmid 1 (1, 3), 
Plasmid 2 (4, 5) und Plasmid 3 (6, 7); Primerkombination: Tn5-3065 + PsHIS3 3´ (1, 4, 6) 
und Tn5-1548 + PsHIS3 3´ (3, 5, 7); als Größenstandard diente λ-DNA, die mit den Restrik-
leichen Rahmen 
ie die mit dem zirkulären Plasmid pBSPsHIS3.  
tasen EcoRI und HindIII vollständig verdaut wurde (2); 
 
Zusätzlich zur Überprüfung der korrekten Klonierung mittels PCR wurde die Komplementa-
tionfähigkeit des PsHIS3-Fragmentes des Vektors pSUB2021-PsHIS3 überprüft. Die sechs 
Plasmide wurden zu diesem Zweck in einer Transformation mit dem Stamm P. stipitis PJH53 
trp5-10 his3-1 eingesetzt. Mit fünf der sechs eingesetzten Plasmide war eine Komplementati-
on möglich (Tab. 3.16). Die Anzahl an HIS-prototrophen Kolonien lagen im g
w
 
Tabelle 3.16: Komplementation von P. stipitis PJH53 trp5-1his3-1 mit den Vektoren 
pSUB2021-PsHIS3 und pBSPsHIS3 
Transformierte 
Komponente (1 µg) 
Anzahl HIS-
prototropher KBE
Transformierte 
Komponente (1 µg) 
Anzahl HIS-
prototropher KBE 
pSUB2021-PsHIS3-1 2 pSUB2021-PsHIS3-5 1 
pSUB2021-PsHIS3-2 3 pSUB2021-PsHIS3-6 0 
pSUB2021-PsHIS3-3 2 pBSPsHIS3 3 
pSUB2021-PsHIS3-4 1 Aqua dest 0 
 
gewährleistet sein, dass jedes Gen vollständig in der Genbank 
nthalten ist.  
3.3.2 Versuche zur Konstruktion einer P. stipitis-Genbank im  Vektor pJP2 
Die Gesamt-DNA des Stammes P. stipitis CBS 5774 sollte zur Erstellung einer vollständigen 
Genbank möglichst hochmolekular isoliert werden. Dafür wurde nach Vorversuchen die Me-
thode nach Campell ausgewählt.  
Die Restriktion der Gesamt-DNA erfolgte mit dem Restriktionsenzym Sau3A. Dieses Enzym 
schneidet im Durchschnitt alle 280 bp. Die Restriktionsbedingungen wurden so gewählt, dass 
der Verdau unvollständig war und der größte Teil der DNA-Fragmente eine Größe von zwei 
bis drei kb hatten. Damit sollte 
e
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Der Vektor pJP2 wurde mit dem Enzym BamHI restringiert, dadurch entstehen komplementä-
re Einzelstrangüberhänge zur Sau3A-Schnittstelle. Nach Dephosphorylierung des linearisier-
ten Vektors wurden dieser und die P. stipitis-DNA-Fragmente ligiert (Verhältnis 1:1 bis 
1:10). Die Ligationsprodukte wurden in E. coli S 17-1 transformiert. Es wurden pro µg Liga-
tionsprodukt null bis zehn Transformanten erhalten. Die P. stipitis DNA-Inserts aus den iso-
lierten pJP2::PsGenbank Vektoren hatten zumeist eine Größe zwischen 200 und 800 bp. Es 
wurde nie ein Insert erhalten, das größer als 1000 bp war. Mit P. stipitis DNA-Fragmenten 
dieser Größe kann keine Genbank erstellt werden, die alle Gene enthält. 
Die geringe Transformationsausbeute könnte zwei Ursachen haben. Zum ersten ist der Vektor 
pJP2  ein low-copy Plasmid. Die Zelle besitzt ein bis zehn Kopien. Die Plasmidausbeuten aus 
Isolationen waren somit immer sehr gering. Zum zweiten hat der Vektor pJP2 eine Größe von 
ca. 13 kb. Vektoren dieser Größe zeigten eine geringe Transformationsausbeute. Mit dem 
Vektor pJH-S-1 (Abb. 2.1A), der eine Größe von ca. 7,2 kb hat, wurden bei einer Transforma-
tion in E. coli 10.000 Ampicillin-resistente Kolonien pro µg DNA erhalten. Dagegen wurden 
mit dem Vektor pJP2 nur ca. 200 Kolonien pro µg DNA erhalten. Durch die Integration der P. 
stipitis Genbank in den Vektor pJP2 entsteht ein Vektor mit einer Größe von ca. 14 bis 15 kb, 
dies setzt die Transformationsausbeute noch weiter herab. 
3.3.3 Versuche zur Konstruktion einer P. stipitis-Genbank im Vektor pJH-S-1 
Zusätzlich zu einer Mutationen tragenden Genbank sollte auch eine Genbank des Stammes P. 
stipitis CBS 5774 konstruiert werden, die die Möglichkeit zu Komplementationen bietet. 
Hierzu wurde der Vektor pJH-S-1 genutzt (Abb. 2.1A). Die Herstellung der Genbank erfolgte 
ie schon unter 3.3.2 beschrieben.  
um fest-
de eine Bande ande-
w
Die Transformationen mit dem Ligationsprodukt aus BamHI-linearisiertem Vektor pJH-S-1 
und Sau3A-restringierter Gesamt-DNA des Stammes P. stipitis CBS 5774 zeigten Ausbeute 
zwischen 500 bis 3000 Kolonien pro µg Ligationsprodukt. Die aus den Klonen isolierten pJH-
S-1::PsGenbank-Vektoren zeigten zu 80 % Inserts, deren Größe unter 1000 bp lag. Um pJH-
S-1::PsGenbank-Vektoren zu erhalten, deren Inserts größer sind, wurden nach einer gele-
lektrophoretischen Auftrennung zwei bis drei kb große P. stipitis DNA-Fragmente eluiert. 
Diese Fragmente wurden in den Vektor pJH-S-1 kloniert und in eine Transformation mit E. 
coli DH5α eingesetzt. Die Transformationsrate dieser Ansätze betrug nur 5 bis 10 % der vor-
herigen Ansätze. Die Rate konnte unter Verwendung von Agarosen verschiedener Hersteller 
und verschiedenen Aufreinigungsmethoden nicht erhöht werden.  
Aus diesen Transformationsansätzen wurden ebenfalls Plasmide aus zufällig ausgewählten 
Kolonien isoliert. Die Plasmide wurden in Restriktionsanalysen und PCR eingesetzt 
zustellen, ob ein Insert im Vektor pJH-S-1 enthalten ist und welche Größe dieses hat. Die 
Plasmide wurden mit der Restriktase HindIII verdaut. Dieses Enzym erzeugt mit dem Vektor 
pJH-S-1 vier Banden in den Größen von 0,45 kb, 0,7 kb, 2 kb und 4 kb. Wurde in die BamHI-
Schnittstelle ein Insert eingefügt, ergibt sich statt der 0,45 kb großen Ban
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rer Größe. Bei 25 bis 40 % der getesteten Plasmide handelte es sich um Religationsprodukte 
(Abb. 3.95 Spur 5, 7, 10, 11). Die anderen Plasmide enthielten ein Insert (Spur 2, 3, 4, 6, 12).  
              1   2    3    4    5    6    7   8    9  10  11  12 
plate eingesetzt. Die 
mal 
rzeugt, wobei ein Amplifikat die Kontrolle mit dem Vektor pJH-S-1 darstellt (Abb. 3.96 
ank-Plasmide über 95 % liegen. 
kb 
4 
 
2 
 
 
0,7 
0,45 
 
Um eine Bestätigung der Ergebnisse der Restriktionsanalysen zu erhalten, wurden die gefun-
denen Insert tragenden Plasmide mit Primern, die Bindestellen 5´ und 3´ von der BamHI-
Erkennungsequenz haben (pJH-S-1-1, pUCuni), in einer PCR als Tem
Abbildung 3.95: Beispielhafte gele-
-
 
 
 
 
 
lektrophoretische Auftrennung der Re
striktionsansätze einiger vermeintlicher
pJH-S-1::PsGenbank-Plasmide mit Hin-
dIII: pJH-S-1 -a (2), -b (3), -c (4), -d (5),
-e (6), -f (7), -g (9), -h (10), -i (11) und -j
(12); als Größenstandard (1 und 8) diente
λ-DNA, die mit den Restriktasen EcoRI
und HindIII vollständig verdaut wurde; 
Bindungsstellen der Primer liegen im Vektor pJH-S-1 221 bp auseinander. Ein Amplifikat 
dieser Größe als Ergebnis der PCR spricht somit für ein Religationsprodukt des Vektors als 
Template. Dieses Amplifkat wurde in den beispielhaft aufgeführten PCR-Ergebnissen drei
e
Spur 1, 5, 6). Mit einem Plasmid wurden in der PCR zwei Amplifikate der Größe 221 bp und 
2,7 kb erzeugt (Spur 5). Wahrscheinlich handelte es sich bei dem als Template eingesetzten 
Plasmid um ein Gemisch. Die anderen eingesetzten Plasmide erzeugten Amplifikate in den 
Größen 1 bis 2,7 kb (Spur 2, 3, 7 bis 14). Die Größe der PsGenbank-Inserte in den Plasmiden 
lag demnach zwischen 0,8 und 2,3 kb. Es wurden insgesamt 500 Plasmide getestet. 33 % ent-
hielten ein Genbank-Insert. Die Größe der Inserte lag zwischen 0,6 und 2,5 kb. Um eine Gen-
bank erfolgreich zu konstruieren, sollte der Anteil der Genb
Es wurden keine weiteren Optimierungsversuche durchgeführt. 
 
kb               1   2   3   4   5  6  7  8   9  10 11 12 13 14 
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  Abbildung 3.96: gelelektrophoretische 
Auftrennung der PCR-Amplifikate zur 
Überprüfung der Integrationen in den 
Vektor pJH-S-1. Primer: pUCuni und 
pJH-S-1-1; als Template wurden fol-
gende Plasmide verwendet: pJH-S-1 
(1), pJH-S-1-a (2), -e (3), -b (5), -m (6), 
-c (7), -j (8), -n(9), -o (10), -q (12), -r 
(13), -s (14); als Größenstandard (4 und 
11) diente λ-DNA, die mit den Restrik-
tasen EcoRI und HindIII vollständig 
verdaut wurde; 
Diskussion                    129
4  Diskussion 
4.1  Insertionsmutagenese durch Transformation  
Die Insertionsmutagenese soll im Rahmen dieser Arbeit genutzt werden, um putative Gä-
rungsmutanten zu gewinnen. Sie bietet einige Vorteile gegenüber der klassischen Mutagenese 
durch Behandlung mit chemischen Agenzien oder energiereichen Strahlen. Bei der klassi-
schen Mutagenese ist die Identifizierung einer spezifischen Mutation aufgrund des nötigen 
Einsatzes von Funktionskomplementation zeit- und arbeitsaufwendig. Des Weiteren sind die 
Folgen einer klassischen Mutagenese oft Mehrfachmutationen. Dies macht die klare Zuord-
nung eines gefundenen Phänotyps zu einem mutierten Gen schwierig. Bei der Insertionsmuta-
genese umgeht man diese Nachteile da markierte Mutationen erzeugt werden. Dadurch ist es 
möglich, eine Einfachintegration mittels Southern-Hybridisierung nachzuweisen und das mu-
tierte Gen zu isolieren und zu sequenzieren. Bei vielen Bakterien und auch einigen eukaryon-
tischen Systemen wird hierfür die Transposonmutagenese genutzt. In Pilzen ist diese Methode 
jedoch nicht routinemäßig etabliert und oft zeigte sich keine zufällige und stabile Integration 
(Kinsey und Helber, 1989; McHale et al., 1992; Devine und Boeke, 1996). Transformationen 
werden in Pilzen hingegen routinemäßig eingesetzt. Die erste Transformation eines filamen-
tösen Pilzes wurde von Case et al. (1979) in Neurospora crassa durchgeführt. Seitdem wurde 
sie vielfach als Mutagenesemethode angewendet (Tilbur et al., 1990; Kang und Metzenberg, 
7; Dufresne et al., 1998; Epstein et al., 
izierender Vektoren bevorzugt 
1993; Shi und Leung, 1995; Akamatsu et al., 199
1998). Transformationen wurden auch mehrfach unter Anwesenheit eines Restriktionsenzyms 
durchgeführt (Schiestl und Petes, 1991; Kuspa und Loomis, 1992; Bölker et al., 1995; Grana-
do et al., 1997; Riggle und Kumamoto, 1998; Brown und Holden, 1998; Sanchez et al., 1998; 
Sweigard et al., 1998; Aichinger et al., 2003). Die Ergebnisse dieser als REMI (restriction 
enzyme-mediated integration) bezeichneten Transformationsmethode sind in vielen Veröf-
fentlichungen zu finden und die Anzahl an Veröffentlichungen werden täglich mehr. Einige 
dieser Ergebnisse sind kontrovers, sie scheinen stark abhängig von Organismus, Restriktase 
und Transformationsprotokoll zu sein.  
 
Bei der Hefe P. stipitis findet nach Transformation nicht-repl
eine ektopische Integration statt (Yang et al., 1994; Lu et al., 1998b; Cho und Jeffries, 1998; 
Shi et al., 1995; Klinner und Schäfer, 2004). Aus diesem Grund kann ein Vektor für die Inser-
tionsmutagenese genutzt werden, der einen P. stipitis Selektionsmarker enthält. Bisher wurde 
in Transformationen mit P. stipitis immer nur eine geringe Anzahl an Transformanten gefun-
den (Ho et al., 1991; Morosoli et al., 1993). Für die Untersuchung der Regulation der Gärung 
werden unterschiedliche Mutanten benötigt. Um bestimmte Mutanten zu finden, bei denen 
z.B. das Gärungsverhalten verändert ist, müssen möglichst viele Transformanten getestet 
werden können, die in einer effektiven integrativen Transformation hergestellt werden sollen. 
Dieses effektive Transformationssystem, das eine große Anzahl verschiedener Mutanten er-
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zeugen soll, musste für P. stipitis erst noch etabliert werden. An dieses Mutagenesesystem 
werden verschiedene Ansprüche gestellt. Die Mutationen sollen zufällig und stabil sein, es 
sollen möglichst Einfachintegrationen ohne stärkere Degradation des Vektors entstehen und 
die mutierten Gene müssen identifizierbar sein. Um diese Ziele zu erreichen, wurden Trans-
rmationen mit linearen DNA-Molekülen durchgeführt. Sie wurden entweder durch Restrik-
tion eines Shuttlevektors oder durch PCR-Amplifikation hergestellt. Weiterhin wurde unter-
ransformationseffizienz wie z. B. bei S. cerevisiae 
 pBSPSHIS3 noch größer. Es 
rfolgten Steigerungen um das 50- bis 300-fache, in Abhängigkeit von der Konzentration des 
fo
sucht, ob die Zugabe einer Restriktase die T
(Schiestl und Petes, 1991) erhöht und ob die Integrationen durch das Restriktionsenzym ver-
mittelt werden. Die Ergebnisse können Hinweise darauf geben, ob bei P. stipitis ein REMI- 
oder ein RALF -Effekt (random integration of linear DNA fragment) zu finden ist.  
 
Die ursprüngliche Transformationsmethode wurde von Dohmen et al. (1991) entwickelt und 
für P. stipitis entsprechend modifiziert. Die kompetenten Zellen können nach Dohmen et al. 
(1991) ohne Verluste in der Transformationsausbeute über Monate bei -70 °C inkubiert wer-
den. Bei P. stipitis zeigte sich, dass bei einer Inkubation von zwei Wochen im Vergleich zu 
einer Stunde eine Reduzierung der Transformationseffizienz auf 10 % erfolgte. Die Inkubati-
on bei -70 °C hat somit eine inaktivierende Wirkung auf die P. stipitis Zellen. 
Die Behandlung der Transformationsansätze während der DNA-Zugabe und der Inkubation in 
Polyethylenglykol hat ebenfalls einen gravierenden Einfluss auf die Transformationseffizienz 
bei P. stipitis. Wurden die Transformationsansätze bei Zugabe der DNA gut, aber vorsichtig 
vermischt und erfolgte eine regelmäßige, vorsichtige, aber gute Durchmischung während der 
Inkubation, konnte die Transformationseffizienz um ein siebenfaches erhöht werden. Zusätz-
lich wurden häufig beobachtete Schwankungen in der Ausbeute auf ein Minimum reduziert. 
Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass durch abwechselndes Durchmischen und Ver-
klumpen durch Polyethylenglykol die DNA-Aufnahme der Zellen erhöht wird. 
 
Die Transformationseffizienz kann bei P. stipitis durch die Verwendung eines linearen Frag-
mentes enorm gesteigert werden. Mit dem linearen, autonom-replizierenden Vektor pJH-S-1 
zeigte sich im Vergleich zum zirkulären Vektor eine Steigerung der Transformationseffizienz 
um das drei- bis sechsfache. Die Steigerung der Transformationseffizienz war bei der Ver-
wendung der putativ integrativen Vektoren pNMPsHIS3 und
e
eingesetzten Vektors und von dem zur Linearisierung verwendeten Restriktionsenzym. Mit 
den PCR-Amplifikaten ließen sich sogar Steigerungen der Transformationseffizienz um das 
800- bis 1300-fache erreichen. Die Cotransformation mit einem Restriktionsenzym führte 
zumeist nochmals zu einer Erhöhung der Transformationseffizienz um 20 bis 100 %, eben-
falls abhängig von der Konzentration des Vektors und der verwendeten Restriktase. Somit 
wird die Transformationsfrequenz sowohl bei der REMI- als auch bei der RALF-
Transformation erhöht. Es bleibt aber noch zu klären, ob die Integrationen bei der REMI-
Methode durch das Enzym vermittelt werden.  
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Die unterschiedlichen Transformationseffizienzen bei der Verwendung von zirkulären und 
linearen Vektoren sind wahrscheinlich in unterschiedlichen Integrationsmechanismen be-
gründet. Die Integration eines zirkulären Vektors erfolgt über ein reziprokes Cross over. Dies 
t ein seltenes Ereignis. Aus diesem Grund sind auch die Transformationsausbeuten gering. 
as NHEJ erfolgt in S. cerevisiae nur bei rad52-Mutanten 
HI-linearisiertem nicht-homologen Vektor 
 N. crassa (Case et al., 1979; Asch et al.,1992), C. cinereus (Binninger et al., 1987), 
is
Die Integration eines linearen Fragmentes erfolgt über einen anderen Mechanismus, in den 
die Genprodukte der RAD50-, RAD51-, RAD52- und RAD59-Gene eingebunden sind (Orr-
Weaver et al., 1981).  
Die Integration eines linearen DNA-Moleküls kann über homologe oder illegitime Rekombi-
nation erfolgen. Von einer illegitimen Rekombination wird gesprochen, wenn nur ein bis vier 
homologe Nukleotide involviert sind (Franklin, 1971). Die Reparatur von Doppelstrangbrü-
chen in der DNA erfolgt häufig illegitim über das so genannte DNA end joining. Dieser Repa-
raturprozess, durch den auch DNA-Moleküle in das Genom integriert werden können, wird 
als non-homologous end-joining (NHEJ) bezeichnet. Welche Form der Integration eines line-
aren DNA-Moleküls im Verlauf einer Transformation bevorzugt wird, ist stark abhängig von 
der als Rezipienten verwendeten Spezies.  
S. cerevisiae integriert Vektoren, die nur 40 bp Homologie besitzen, über homologe Rekom-
bination (Baudin et al., 1993). D
(Kramer et al., 1994) oder in vollkommener Abwesenheit einer Homologie (Schiestl und Pe-
tes, 1991;  Moore und Haber, 1996). Die Zugabe eines Restriktionsenzyms während der 
Transformation steigert in S. cerevisiae die illegitime (NHEJ) und vermindert die homologe 
Rekombination (Manivasakam et al., 2001). In Säugerzellen wurde ein ähnlicher Effekt ge-
funden. Die Anwesenheit eines Restriktionsenzyms verursacht Doppelstrangbrüche in der 
DNA und erhöht die illegitime Rekombination um das 1000-fache (Sargent et al., 1997). Die 
homologe Rekombination hingegen wird durch die induzierten Doppelstrangbrüche nur um 
das 100-fache gesteigert. Zudem sind NHEJ-defekte S. cerevisiae Mutanten hypersensitiv 
gegenüber einer Expression von der Endonuklease EcoRI in vivo (Lewis und Resnick, 2000). 
Transformationen wurden in S. cerevisiae mit Bam
in Anwesenheit (REMI) und in Abwesenheit (RALF) von der Restriktase BamHI durchge-
führt. In Anwesenheit der Restriktase erfolgte die Vektorintegration zu 80 bis 90 % und in 
Abwesenheit der Restriktase zu 67 % in genomische BamHI-Erkennungssequenzen (Schiestl 
und Petes, 1991; Schiestl et al., 1993). Die Integration in die BamHI-Erkennungssequenz der 
genomischen DNA scheint somit vielmehr von den von S. cerevisiae bevorzugten Integrati-
onsmechanismen, der homologen Rekombination, abzuhängen als von der Anwesenheit der 
Restriktase BamHI.  
Bei P. stipitis, H. polymorpha (Faber et al., 1992; van Dijk et al., 2001) und vielen anderen 
Hefen zeigt sich im Gegensatz zu S. cerevisiae eine hohe Tendenz zur illegitimen Integration, 
z.B. bei
U. maydis (Wang et al., 1988), Schizosaccharomyces pombe (Wright et al., 1986; Manivasa-
kam et al., 1995; Kaur et al., 1997) und Kluyveromyces lactis (Kooistra et al., 2004).  
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Es wurden auch in H. polymorpha Transformationen in Anwesenheit und Abwesenheit eines 
Restriktionsenzyms durchgeführt (van Dijk et al., 2001). Die Linearisierung des Vektors re-
sultierte in einer starken Erhöhung der Transformationsausbeute. Die Zugabe einer Restrikta-
se ergab nur eine geringfügige weitere Zunahme der Ausbeute. Ähnliche Ergebnisse wurden 
bei Transformation in Cochliobolus heterostrophus erhalten (Lu et al., 1994). 
Die Steigerung der Transformationsfrequenz in S. cerevisiae durch die Anwesenheit einer 
Restriktase kann somit durch die Steigerung des NHEJ erklärt werden. In einigen anderen 
efen, wie P. stipitis, ist der Mechanismus des NHEJ wahrscheinlich stärker ausgeprägt als in 
ur Linearisierung des autonom-replizierenden Vektor pJH-S-1 und für die Cotransformation 
r in die Rezipientenzelle gelangen und dadurch die Transformati-
nsfrequenz erhöht wird.  
Mit dem ScaI-linearisierten Vektor zeigte sich in der RALF-Transformation eine dreifache 
Eine m rgebnis wäre die effizientere Rezirkularisierung bei line-
Transformationsrate im gleichen Maße 
H
z. B. S. cerevisiae. Somit hätte eine Erhöhung des NHEJ durch eine Restriktase geringere 
Auswirkungen. Dies könnte eine Erklärung für die hohe Effizienz der Integration linearer 
DNA-Fragmente in P. stipitis und H. polymorpha sein, bzw. für die geringere Steigerung in 
der REMI-Transformation. 
 
4.1.1  Transformation mit zirkulärem und linearisiertem autonom-replizierenden 
Vektor pJH-S-1 
Z
wurden die Restriktasen ScaI und PstI eingesetzt. Mit dem linearisierten Vektor pJH-S-1 
zeigte sich im Vergleich zum zirkulären eine Erhöhung der Transformationseffizienz. Dieses 
Ergebnis ist erstaunlich, weil der Vektor pJH-S-1 sich autonom replizieren kann und somit 
nicht in die genomische DNA des Rezipienten integrieren muss. Es wäre möglich, dass linea-
re DNA-Moleküle einfache
o
und mit dem PstI-linearisierten Vektor eine sechsfache Erhöhung der Transformationsrate. 
ögliche Erklärung für dieses E
aren DNA-Fragmenten mit Einzelstrangüberhängen wie PstI erzeugt. Bei der Reparatur von 
DNA-Doppelstrangbrüchen erzeugt durch Restriktionsenzyme wurde dies nachgewiesen (Obe 
et al., 1992). Aber auch eine höhere Transformationsrate aufgrund häufiger erfolgender Integ-
ration des linearen Vektors mit Einzelstrangüberhängen wäre eine mögliche Erklärung.  
Wurde bei den Transformationen zusätzlich das jeweilige Enzym zugegeben, zeigte sich eine 
weitere Erhöhung der Transformationsrate auf das 11-fache im Vergleich zu dem Transforma-
tionsexperiment mit dem zirkulären Vektor. Dies lässt vermuten, dass sowohl blunt-end als 
auch sticky-end erzeugende Restriktionsenzyme die 
steigern können. Ohne Induktion durch Restriktionsenzyme werden aber lineare Fragmente 
mit Einzelstrangüberhängen, entweder durch Rezirkularisierung oder Integration, effektiver 
repariert bzw. integriert als lineare Fragmente ohne Einzelstrangüberhänge.  
 
Stabilitätstests der Transformanten sollten Hinweise darauf geben mit welcher Häufigkeit der 
autonom-replizierende Vektor pJH-S-1 integriert. In der Cotransformation mit PstI fand in 40 
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% der Transformanten und bei Cotransformation mit ScaI in 20 % der Transformanten eine 
stabile Integration statt. Im Gegensatz dazu zeigte keine der zehn Transformanten aus der 
Transformation mit dem zirkulären Vektor pJH-S-1 eine stabile Vektorintegration. Nach die-
sen Ergebnissen wird der Vektor mit einer hohen Frequenz rezirkularisiert. PstI-linearisierte 
DNA-Fragmente scheinen mit einer höheren Frequenz zu integrieren, möglicherweise auf-
rund der vorhandenen Einzelstrangüberhänge.  
ewiesen. 
Enzyme ineffektiv sind, sprechen aber die 
estriktionsen-
ymen. Eine weitere mögliche Erklärung für die Ineffizienz von SmaI könnte eine inaktivie-
rende oder toxische Wirkung des Enzyms in der angewendeten Konzentration sein. Für an-
n. Die Enzyme 
g
 
4.1.2  Transformation mit den integrativen Vektoren pBSPsHIS3 und 
pNMPsHIS3 
Die Verwendung der zirkulären Vektoren pNMPsHIS3 und pBSPsHIS3 führte zu sehr weni-
gen Transformanten. Die Transformanten, die in Transformationen mit dem zirkulären oder 
linearen pNMPsHIS3- oder pBSPsHIS3-Vektor entstanden sind, zeigten eine stabile Integra-
tion des Selektionsmarkers PsHIS3. Daher kann das Vorkommen einer autonom replizieren-
den Sequenz (ARS) in den Plasmiden ausgeschlossen werden. Bei einem autonomen Plasmid 
wäre unter diesen Bedingungen mit mitotischer Instabilität zu rechnen. Darüber hinaus wurde 
die Integration des Selektionsmarkers PsHIS3 in die genomische DNA durch Southern-
Hybridisierung nachg
 
Zu Beginn der Untersuchungen wurde der Einfluss unterschiedlicher Restriktionsenzyme auf 
die Transformationsrate getestet. Für die Linearisierung und die Cotransformation wurde je-
weils dasselbe Restriktionsenzym verwendet. Das blunt-end erzeugende Enzym SmaI zeigte 
im Vergleich zu der sticky-end erzeugenden Restriktase EcoRI eine zehnfach geringere 
Transformationsausbeute, obwohl beide Enzyme, abgesehen von der Modifikation der Enden, 
das gleiche lineare Fragment für die Transformation erzeugen. Eine mögliche Erklärung für 
die höhere Transformationsrate ist, dass Einzelstrangüberhänge des Vektors die Integration 
fördern. Manivasakam und Schiestl (1998) und Maier et al. (1998) fanden bei blunt-end er-
zeugenden Restriktasen ebenfalls keine Steigerung der Transformationseffizienz. Gegen eine 
solche globale Aussage, dass blunt-end erzeugende 
Ergebnisse der Transformationen mit der Restriktase HincII, ebenfalls ein blunt-end erzeu-
gendes Enzym. In dieser Cotransformation wurde annähernd die gleiche Transformationsrate 
erreicht wie in der Cotransformation mit der Restriktase EcoRI, einem sticky-end er-
zeugenden Enzym. Auch Kuspa und Loomis (1992) und Shi und Leung (1995) fanden keine 
Unterschiede in der Effizienz zwischen blunt-end und sticky-end erzeugenden R
z
dere blunt-end erzeugende Enzyme wurde eine solche Wirkung nachgewiese
PvuII, EcoRV und StuI verursachen in unterschiedlichen Konzentrationen Toxizität und kurze 
Deletionen (Phillips und Morgan, 1994). Die Überlebensrate der Zellen wurde durch diese 
Enzyme auf 12 bzw. 20 % reduziert. Für das Restriktionsenzym EcoRI wurde bei Überex-
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pression ebenfalls eine toxische Wirkung auf Hefezellen nachgewiesen (Barnes und Rine, 
1985). Somit ist es wahrscheinlicher, dass die Effizienz vom Restriktionsenzym und seiner 
Konzentration abhängig ist und weniger von der Modifikation seiner Enden.  
 
Die weiteren getesteten Restriktionsenzyme waren sticky-end erzeugende Enzyme. Durch das 
Enzym BamHI entsteht  ein  Vektor  mit  5´-Einzelstrangüberhängen  und  durch  die  Enzyme 
SacI, KpnI oder PstI ein Vektor mit 3´-Einzelstrangüberhängen. Die Art des Einzelstrang-
überhanges könnte einen Einfluss auf die Transformationseffizienz haben. Nach einem Dop-
pelstrangbruch wird immer eine Resektion der Enden beobachtet, deren Ergebnis ein langer 
3´-Einzelstrangüberhang ist. Über diesen erfolgt dann die Anlagerung an die DNA der Integ-
rationsstelle (Ozenberger und Roeder, 1991; Sun et al., 1991; Fishman-Lobell et al., 1992; 
Pfeiffer et al., 1994). Somit könnte ein 3´-Einzelstrangüberhang Integrationsereignisse för-
dern. Ob 5´- oder 3´-Einzelstrangüberhänge vorhanden sind, scheint aber bei P. stipitis einen 
geringeren Einfluss auf die Transformationseffizienz zu haben als das Restriktionsenzym sel-
ber. In der Cotransformation mit PstI (3´) und BamHI (5´) zeigte sich eine drei-  bzw. vierfach 
öhere Transformationsrate als in der Cotransformation mit SacI (3´) und KpnI (3´).  
Bei der Cotransformation mit der Restriktase XbaI zeigte sich im Vergleich zu der Cotrans-
e. Der Grund hierfür liegt 
en wurden gleiche oder kontroverse Ergebnis-
1998). Für die 
estriktase XbaI zeigte sich eine Erhöhung der Transformationsrate bei A. fumigatus (Brown 
 
h
formation mit EcoRI eine fünffach höhere Transformationsausbeut
wahrscheinlich darin, dass mit der Restriktase XbaI ein kürzeres lineares Fragment entsteht. 
Die Transformationsrate mit kürzeren Fragmenten ist zumeist effektiver. 
 
Zusammenfassend zeigten die Restriktasen BamHI, EcoRI, HincII, KpnI, PstI, SacI und XbaI 
eine Erhöhung der Transformationsrate bei P. stipitis. Die Restriktase SmaI zeigte keine Er-
höhung der Transformationsrate.  
In den Transformationen mit anderen Organism
se erzielt.  So zeigte  sich  eine  Erhöhung  der  Transformationseffizienz  mit  der  Restriktase 
EcoRI bei Dictyostelium sp. (Kuspa und Loomis, 1992; 1994) und C. cinereus (Granado et 
al., 1997), aber keine Erhöhung bei S. cerevisiae (Manivasakam und Schiestl, 1998). Für die 
Restriktase BamHI zeigten sich Erhöhungen in der Transformationseffizienz bei S. cerevisiae 
(Manivasakam und Schiestl, 1998), bei Dictyostelium sp. (Kuspa und Loomis, 1992; 1994), 
bei C. albicans (Riggle et al., 1997) und C. cinereus (Granado und Kertesz-Chaloupkova, 
1997). Für die Restriktase KpnI wurde eine Erhöhung bei S. cerevisiae (Manivasakam und 
Schiestl, 1998) und Säugerzellen (Manivasakam et al., 2001) gefunden und für PstI bei C. 
cinereus (Granado et al., 1997) und bei A. fumigatus (Brown und Holden, 
R
und Holden, 1998) und bei Säugerzellen (Yorifuji und Mikawa, 1990).  
Fazit aus den Vergleichen ist, dass kein Enzym bestimmt werden kann, dass in allen Orga-
nismen die Transformationsrate erhöht. Möchte man eine Erhöhung der Transformationsrate 
erreichen, muss das optimale Enzym für jeden Organismus individuell bestimmt werden.  
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Nicht nur die Wahl des Restriktionsenzyms, sondern auch die eingesetzte Vektor- und En-
zymkonzentration bzw. das Verhältnis beider zueinander hat einen entscheidenden Einfluss 
uf die Transformationseffizienz. Restriktasen sind prokaryontische Enzyme. Über welchen 
echanismen das Enzym durch die Zellwand und Kernmembran der Hefezelle gelangt, ist 
icht bekannt. Es wird spekuliert, dass die Enzyme an die Enden des linearen Vektors ange-
heftet sind und so in die Zelle gelangen. Wäre dies der Fall, müsste das Verhältnis von En-
an, 1994) und womöglich nicht markierte Mutationen entstehen könnten (Winegar, 1992; 
Granado et al., 1997). PstI ist somit das für die Cotransformation effizientere Enzym, mögli-
ie möglichen Vor-
t. Eine Erhöhung der Vektormenge zeigte keine Er-
öhung der Transformationsrate pro µg DNA. Bei Zugabe einer EcoRI-Menge von 10 Units 
zym den gleichen Effekt hat wie das blunt-end erzeugende Enzym ScaI. In 
a
M
n
zym- und Vektorkonzentration eine wichtige Rolle spielen.  
Eine Steigerung der Vektormenge verursachte eine Erhöhung der Cotransformationsfrequenz, 
sofern eine ausreichende Enzymmenge vorhanden war. Eine Steigerung der Enzymmenge bei 
gleich bleibender Vektormenge hatte ebenfalls eine Erhöhung der Transformationsfrequenz 
zur Folge. Das Ausmaß der Erhöhung der Transformationsfrequenz war mit der Restriktase 
PstI wesentlich höher als mit ScaI. Die in der Cotransformation mit ScaI erhaltenen Ausbeu-
ten betrugen auch bei höheren Enzymkonzentrationen nur 30 bis 50 % der in der Cotransfor-
mation mit PstI erreichten Ausbeuten. Eine weitere Erhöhung der ScaI-Menge würde womög-
lich zu höheren Ausbeuten führen. Es wurden aber keine größeren Mengen zugesetzt, weil 
Restriktionsenzyme inaktivierend wirken können (Barnes und Rine, 1985; Phillips und Mor-
g
cherweise weil es im Gegensatz zu ScaI Einzelstrangüberhänge herstellt. D
züge solcher Einzelstrangüberhänge bei der Integration in die genomische DNA von P. stipi-
tis wurden schon erörtert.  
 
Mit EcoRI-linearisierten Vektoren wurden Transformationen in An- und Abwesenheit der 
Restriktase EcoRI bzw. ScaI durchgeführ
h
zu den Transformationsansätzen ergab sich mit zunehmender Vektormenge (0,7 - 3,5  µg) 
eine Steigerung der Transformationsrate von 1070 auf 1666 pro µg DNA. In dieser Versuchs-
reihe wurde ebenfalls die Restriktase ScaI in einer Cotransformation mit dem EcoRI-
linearisierten Vektor zugesetzt. Es erfolgte im Vergleich zur Transformation ohne Restriktase 
eine Erhöhung der Transformationsausbeute um 44 %. Durch die Restriktase EcoRI wurde 
eine Erhöhung um 117 % erreicht. Somit hat die endonukleolytische Aktivität eines Restrikti-
onsenzyms einen positiven Effekt auf die Transformationseffizienz bei P. stipitis. Ein stärke-
rer positiver Effekt wird aber durch das Restriktionsenzym erreicht, das kompatible Enden 
zum linearisierten Vektor bildet. Es könnte noch getestet werden, ob ein sticky-end erzeugen-
des Restriktionsen
z. B. S. cerevisiae wurde ebenfalls eine Erhöhung der Transformationsfrequenz gefunden, 
wenn für Linearisierung und Cotransformation unterschiedlicher Restriktionsenzyme verwen-
det wurden. Einzige Vorrausetzung war, dass der lineare Vektor Einzelstrangüberhänge auf-
wies (Manivasakam und Schiestl, 1998). Diese Erhöhung wurde sowohl unter Verwendung 
von blunt-end als auch von sticky-end erzeugenden Enzymen festgestellt.  
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4.1.3 Transformation mit PCR-Amplifikaten 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die linearisierten Vektoren pNMPsHIS3 und 
pBSPsHIS3 zur Insertionsmutagenese mittels Transformation genutzt werden können. Die 
Vektoren wurden mittels Klonierung hergestellt und bestehen aus einem Hefe- und einem 
Bakterienselektionsmarker. Deshalb war es interessant zu untersuchen, ob auch in einer PCR 
amplizierte Hefeselektionsmarker zur Gewinnung von Mutanten eingesetzt werden können. 
Damit würde man Klonierungsschritte in z.B. E. coli und eine eventuell nötige Isolierung ei-
nes Kassettenfragments aus einem hergestellten Vektor umgehen können. Die Transformati-
onsausbeuten pro µg PCR-Amplifikat lagen mit 8000 bis 14000 Transformanten viel höher 
als die mit den linearisierten Vektoren pBSPsHIS3 und pNMPsHIS3. Dies kann in der gerin-
geren Größe des PCR-Amplifikates (1,65 kb) begründet sein.  
Die Anwesenheit einer Restriktase hatte keinen Einfluss auf die Transformationsausbeute. 
Getestet wurden sticky-end (ClaI und EcoRI) und blunt-end erzeugende Enzyme (ScaI). Die 
Enzyme ClaI und EcoRI erzeugten zusätzlich Einzelstrangüberhänge an den Enden des PCR-
Amplifikats. Bei der Transformation mit PCR-Amplifikaten haben demnach weder die endo-
nukleolytische Aktivität noch vorhandene Einzelstrangüberhänge eine Erhöhung der Trans-
formationseffizienz zur Folge. Eventuell kann die Transformationseffizienz nicht weiter er-
höht werden, weil sie bereits so enorm hoch liegt. Eine weitere Möglichkeit wäre ein gehäuf-
tes Vorkommen von Genkonversionen, da das Amplifikat ein homologer Bereich zum P. sti-
pitis Genom ist. Dem widerspricht aber, dass unter den Transformanten im gleichen Prozent-
satz Auxotrophe zu finden sind, wie bei denen aus Transformationen mit linearisiertem oder 
zirkulären integrativen Vektor. Die Transformation mit in einer PCR amplifizierten Hefese-
 bezeichnet. Bei S. cerevisiae wurde bei 80 
90 % der Transformanten ein solches REMI-Ereignis nachgewiesen (Schiestl und Petes, 
telium fand bei 70 % der Transforman-
urden, ein REMI-Ereignis statt (Kuspa und 
lektionsmarker kann somit ebenso wie linearisierte Vektoren zur Integrationsmutagenese ge-
nutzt werden. 
 
4.1.4 REMI-Ereignisse in P. stipitis ? 
Die Erhöhung der Transformationseffizienz durch die Anwesenheit einer Restriktase bedeutet 
nicht, dass die Integration über die Erkennungssequenz der jeweiligen Restriktase im Genom 
erfolgt sein muss. Eine Integration in die Erkennungssequenz unter Erhalt beider Erkennungs-
sequenzen wird zumeist als echtes REMI-Ereignis
- 
1991; Manivasakam und Schiestl, 1998). Bei Dictyos
ten, die in einer Cotransformation hergestellt w
Loomis, 1992) und bei C. albicans bei 95 % der Transformanten (Riggle und Kumamoto, 
1997). In M. grisea wurde eine Abhängigkeit des Integrationsereignisses von dem verwende-
ten Restriktionsenzym gefunden. Einige Enzyme zeigten eine hohe Anzahl von basengenauer 
Integration, während andere Enzyme zumeist Deletionen an der Integrationsstelle zur Folge 
hatten. Eine allgemeingültige Erklärung konnte aber nicht gegeben werden (Shi et al., 1995). 
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Alle diese Untersuchungen zeigen einen hohen Prozentsatz an Integration des linearen Vek-
tors über die Erkennungssequenz der Restriktase. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, 
dass das während der Transformation vorhandene Enzym Schnitte in der genomische DNA 
setzt und der lineare Vektor in diese Lücken ohne Degradation oder Rearrangements einge-
fügt wird. Aber auch genau gegenteilige Ergebnisse liegen vor. So findet man bei Säugerzel-
ormation verwendeten Restriktionsenzym 
REMI-Ereignis statt (van Dijk et al., 2001).  
Für P. stipitis konnte keine Integration über ein REMI-Ereignis nachgewiesen werden. Von 
der Restriktase ScaI und 
 nach-
ser drei Transfor-
. stipitis ptc1 erfolgte die Integration über einen Bereich mit Mikrohomolo-
endes erfolgte nicht über Homologien. Da-
er ist anzunehmen, dass die Anlagerung zuerst an der Seite der Homologien stattfand. In der 
ukleotiden (AAG). Die durch einge-
der DNA höherer Eukaryon-
tte ebenso eine Deletion zur 
len nur bei 10 % der Transformanten eine Integration über ein REMI-Ereignis (Manivasakam 
et al., 2001). Bei Untersuchungen von D. hansenii und Cercospora nicotianae waren die Vek-
toren nach Behandlung mit dem in der Cotransf
nicht wieder isolierbar. Somit ist in diesen Transformanten die Erkennungssequenz des En-
zyms zumindest an einer der beiden Seiten der Integration nicht erhalten (Chung et al., 2003; 
Dmytruk, 2006). Auch in H. polymorpha fand in der Transformation mit einem Restriktions-
enzym selten ein 
 
zwei getesteten Transformanten, die bei einer Cotransformation mit 
ScaI-linearisiertem Vektor hergestellt worden sind, war der Vektor mit ScaI bei beiden nicht 
aus dem Genom heraus zu schneiden. Dies wurde über eine Southern-Hybridisierung
gewiesen. Der Integrationsort des Vektors wurde in drei weiteren Transformanten sequen-
ziert. Zwei der Transformanten entstanden in einer Cotransformation mit der Restriktase PstI 
und eine in einer Cotransformation mit der Restriktase XbaI. In keiner die
manten erfolgte die Integration über ein REMI-Ereignis. Die Integrationsorte enthielten keine 
Erkennungssequenz für die jeweilige Restriktase. Die Integration erfolgte in allen drei Trans-
formanten über Bereiche mit Mikrohomologien von mindestens zwei Nukleotidpaaren. Die 
Integrationsorte sind die Gene PsPTC1, PsHSP90 und PsINP53. 
 
Bei der Mutante P
gie. Es ist anzunehmen, das eine Resektion erfolgte und der 3´-Einzelstrangüberhang des PstI-
linearisierten Vektors (ACGT) verlängert wurde. Die Anlagerung des Vektors an die genomi-
sche DNA mit der Sequenz TGCCGGCA erfolgte über diesen komplementären 3´-
Einzelstrangüberhang (ACGTCCGT). Das noch freie Ende des Vektorstranges wurde degra-
diert. Es fehlen der Mutante ptc1 14 Nukleotide (einschließlich des Einzelstrangüberhangs) 
dieses Strangendes. Die Integration dieses Strang
h
genomischen Sequenz kommt es zum Verlust von drei N
führte Restriktionsenzyme verursachten Doppelstrangbrüche in 
tenzellen verursachen auch zumeist Deletionen von 1 - 36 bp (Phillips und Morgan, 1994). 
Auch ist bekannt das NHEJ häufig mit dem Verlust einiger Nukleotide verknüpft ist (Pfeiffer 
et al., 2000; Pastink et al., 2001). 
Die Integration des XbaI-linearisierten Vektors pNMPsHIS3 in die Mutante P. stipitis hsp90 
erfolgte ebenfalls über Bereiche mit Mikrohomologien und ha
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Folge. Die ersten beiden Nukleotidpaare nach dem Einzelstrangüberhang des Vektors sind 
 DNA am Integrationsort. Eventuell hat die Anlagerung an diesen 
) des 
T. Die 
, dass die Topoisomerase I in diese 
orgänge involviert ist.  
as keine oder kaum echte REMI-Ereignisse in P. stipitis stattfinden macht die Insertionsmu-
en. In S. cerevisiae erfolgen 
homolog zur genomischen
homologen Nukleotiden stattgefunden. Die Degradation des Überhangs kann vor oder nach 
der Anlagerung erfolgt sein. Die Anlagerung des zweiten Endes des Vektorstranges erfolgte 
über die Homologie von einem Nukleotid und verursachte eine Deletion von 23 Nukleotid-
paaren des genomischen Stranges. Auch der Einzelstrangüberhang dieser Vektorseite wurde 
um drei Nukleotide degradiert. Die Lücke, die durch das vierte Nukleotid dieses Einzel-
strangüberhanges erzeugt wird, wurde aufgefüllt.  
Auch bei der Mutante P. stipitis inp53 erfolgte die Integration über zwei Bereiche mit Mikro-
homologien. Es fand keine größere Deletion statt. Die Anlagerung des linearen Vektors er-
folgte wahrscheinlich über drei homologe Nukleotide (GCA) des PstI-Einzelstrangüberhangs. 
Dadurch kam es bei der Integration zu dem Verlust eines Nukleotids des Vektoreinzelstrang-
überhangs. Die Anlagerung des zweiten Einzelstrangüberhangs des Vektors erfolgte ebenfalls 
über einen homologen Bereich. Die Homologie bestand zwischen zwei Nukleotiden (TG
Einzelstrangüberhangs des Vektors und der genomischen DNA. Die beiden weiteren Nukleo-
tide des Einzelstrangüberhangs wurden degradiert. Vier Nukleotidpaare, die in der genomi-
schen DNA zwischen diesen beiden Anlagerungsstellen lagen, gingen bei der Integration ver-
loren.  
Die Bereiche der Mikrohomologien befanden sich immer terminal an dem zu transformieren-
den Vektor. Der Integrationsort in der genomischen DNA der Transformante inp53 wird an 
beiden Seiten von der Sequenz CTT flankiert. Die drei Nukleotide der genomischen DNA, die 
im Verlauf der Integration bei der Transformante ptc1 verloren gingen, lauteten CT
Sequenz neben den zwei homologen Bereichen in der Transformante hsp90 lauteten ebenfalls 
CTT. CTT und GTT sind die bevorzugten Stellen für das Schneiden durch die DNA Topoi-
somerase I (Been et al., 1984; Porter und Champoux, 1989). Integriert ein Vektor in S. cerevi-
siae nicht über Homologien, integriert er ebenfalls neben diesen Sequenzen (Schiestl et al., 
1993). Dies führte die Autoren ebenfalls zur Annahme
V
 
Somit erfolgte keine der drei Integrationen in einem von dem Restriktionsenzym gesetzten 
Schnitt innerhalb der genomischen DNA, sofern das Enzym keine unspezifischen Schnitte 
gesetzt hat. Es erfolgte aber immer eine Integration über mindestens einen Bereich mit 
Mikrohomologie. Die Unterschiede in den Integrationsereignissen zwischen P. stipitis und z. 
B. S. cerevisiae könnten ihre Ursache in dem vom jeweiligen Organismus bevorzugten Repa-
ratursystem haben. Der bevorzugte Mechanismus in P. stipitis ist höchstwahrscheinlich 
NHEJ. Die Integration könnte aber auch enzymabhängig sein und PstI, ScaI und XbaI sind 
dann Enzyme, die keine basengenaue Integration verursachen.  
 
D
tagenese zu einem idealen Werkzeug zur Entdeckung von Gen
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ektopische Integrationen nur bei Anwendung der REMI-Methode in entsprechender Anzahl. 
Aber die Integrationen erfolgen fast immer in die Erkennungssequenzen der Restriktasen und 
sind somit nicht zufällig.   
 
4.1.5  Einfach-, Mehrfach- oder Konkatemerintegration in Abhängigkeit von der 
Transformationsmethode 
Auch wenn ein cotransformatiertes Restriktionsenzym bei P. stipitis nicht zur homologen 
Integration in die Erkennungssequenz führt, kann es andere Auswirkungen haben. So wird 
nachgewiesen, dass die Anwesenheit einer Restriktase bei einigen Organismen, einschließlich 
C. heterostrophus (Lu et al., 1994), M. grisea (Shi und Leung, 1995), C. albicans (Brown und 
Holden, 1996), C. cinereus (Granado et al., 1997) und Gibberella fujikuroi (Linnemannstöns 
et al., 1999) Einfachintegrationen fördert. Aber auch hier gibt es wieder kontroverse Ergeb-
nisse. So zeigte sich keine Förderung der Einzelintegration bei A. nidulans (Karos und Fi-
scher, 1996) und C. nicotianae (Chung et al., 2003).  
striktasen die Bildung von Konkate-
eren während der DNA-Aufnahme verhindert.  
rmationsexperimenten ohne Restriktase wur-
Weiterhin wurde häufig nachgewiesen, dass die Anwesenheit einer Restriktase während der 
Transformation die Integration in Form von Konkatemeren unterbindet. Dies wurde z. B. ge-
zeigt für Penicillium paxilli (Itoh und Scott, 1994), U. maydis (Bölker et al., 1995) und Pyre-
nophora teres (Kahmann und Basse, 1999). Bei M. grisea hingegen zeigten sich auch in Ab-
wesenheit einer Restriktase selten Integrationen von Konkatemeren (Shi et al., 1995; Shi und 
Leung, 1995). Der Erfolg eines Plasmidrescues ist u. a. abhängig von der Größe des Plasmids. 
Ein großes Plasmid setzt die Transformationsrate letztendlich bis auf Null herab. Ist das 
Plasmid als Konkatemer integriert, entstehen bei dem Plasmidrescue sehr große Plasmide. 
Somit sollte Integrationen in Form von Konkatemeren vermieden werden. Theoretisch wäre 
es möglich, dass die endonukleolytische Aktivität der Re
m
 
Mittels Southern-Hybridisierungen wurde geprüft, ob die Cotransformation einer Restriktase 
einen Einfluss auf die Häufigkeit der Integrationsereignisse hat und ob Vektoramplifikate 
integriert werden. Hierzu wurden jeweils zehn Transformanten zufällig aus Transformationen 
mit EcoRI- bzw. XbaI-linearisiertem Vektor und einer Cotransformation mit EcoRI- bzw. 
XbaI-linearisiertem Vektor und der jeweiligen Restriktase ausgewählt. 70 % bzw. 80 % der 
Transformanten, entstanden in der Cotransformation mit EcoRI bzw. XbaI, enthielten eine 
Einfachintegration des Vektors. In den Transfo
den mit dem EcoRI-linearisierten Vektor bei 80 % und mit dem XbaI-linearisierten Vektor bei 
90 % der Transformanten Einfachintegrationen nachgewiesen. Das heißt die Cotransformati-
on einer Restriktase hat auf das Verhältnis von Einfach- und Mehrfachintegrationen keinen 
Einfluss. In Transformationen von P. stipitis mit linearisiertem Vektor werden Einfachinteg-
rationen bevorzugt.  
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Um mögliche Konkatemere zu untersuchen wurde die Gesamt-DNA für die Southern-
Hybridisierung mit einer Restriktase geschnitten, die eine Erkennungssequenz im Vektor hat. 
Sollte der Vektor als Konkatemer integriert sein, ergäbe sich eine Bande in der Größe des 
Vektors (4,3 kb). Getestet wurden jeweils zehn zufällig ausgewählte Transformanten aus 
d selten eine Genkonversion oder eine homologe Integration bei P. sti-
utzwirkung der Restriktase während der Transformation? 
alls die Restriktase beim Eintritt in die Zelle an das lineare DNA-Molekül gebunden ist, wä-
n schützt. Eine Degradation des 
Transformationen mit XbaI-linearisiertem Vektor in An- bzw. Abwesenheit der Restriktase 
XbaI. Keine der Transformanten aus der Cotransformation mit XbaI-linearisiertem Vektor 
und der Restriktase XbaI zeigten integrierte Konkatemeren. In 10 % der Transformanten aus 
den Transformationen mit nur dem XbaI-linearisierten Vektor war der Vektor in Form eines 
Konkatemers integriert. Bei P. stipitis scheinen sich bei Transformationen mit einem linearen 
Vektor nur selten Konkatemere zu bilden, aus diesem Grund ist die Verwendung einer 
Restriktase in der Transformation nicht zwingend.  
In Anwesenheit eines Restriktionsenzyms findet trotz eingesetztem P. stipitis Gen als Selekti-
onsmarker anscheinen
pitis statt. Unter den untersuchten Transformanten wurde kein solches Ereignis gefunden. 
Genkonversion und homologe Integration erfolgten in 10 - 20 % der Transformanten, die mit 
linearisiertem Vektor ohne Zugabe einer Restriktase hergestellt worden waren.  
 
4.1.6 Sch
F
re es möglich, dass es so das lineare Fragment vor Degradatio
Selektionsmarkers würde eine Komplementation der Histidin-Auxotrophie des Transformati-
onsstammes unmöglich machen. Hat ein Schutz vor Degradation eine höhere Transformati-
onsausbeute zur Folge, sollten lange Flanken am Selektionsmarker auch eine Erhöhung der 
Ausbeute zur Folge haben. Um dies zu testen, wurden Transformationen durchgeführt, in de-
nen der Vektor pNMPsHIS3 an unterschiedlichen Stellen geschnitten wurde. Es wurde zum 
einen eine Flanke (XbaI) und zum anderen zwei Flanken (ScaI, AatII) am Selektionsmarker 
erzeugt. Die Restriktase ScaI erzeugt einen blunt-end linearisierten und die Restriktase AatII 
einen sticky-end linearisierten Vektor. Die Transformationen mit dem XbaI-linearisierten 
Vektor zeigte eine höhere Transformationsausbeute als die mit dem ScaI- oder AatII-
linearisierten Vektor. In Anwesenheit der jeweiligen Restriktase wurde die Transformations-
rate mit dem ScaI-linearisierten Vektor um 25 % und mit dem AatII-linearisierten Vektor um 
50 % gesteigert. Somit haben am Selektionsmarker vorhandene Flanken keinen entscheiden-
den Einfluss auf die Transformationseffizienz. Durch die Zugabe der Restriktasen ScaI und 
AatII wurde die Transformationseffizienz gesteigert, dies kann seine Ursache nicht in einer 
Schutzfunktion haben. Falls das zugegebene Enzym eine Schutzfunktion hat, ist sie zumindest  
nicht ausschlaggebend. 
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4.1.7 Zufälligkeit der Integration in einer Transformation 
Die Zufälligkeit der Integration wurde mit Southern-Hybridisierungen, unterschiedlichen 
Plasmidgrößen nach dem Plasmidrescue und dem Auftreten unterschiedlicher Auxotrophien 
nachgewiesen.  
Nach vollständiger Restriktion der Gesamt-DNA der Transformanten wurde die Fragment-
größe des Integrationsortes in der Southern-Hybridisierung festgestellt. Unterschiedliche 
Transformanten zeigten unterschiedliche Fragmentgrößen. Somit scheinen unterschiedliche 
Integrationsorte vorliegen.  
Verhält es sich bei P. stipitis wie bei S. cerevisiae, sind 42 Gene von ca. 5000 Genen in die 
Biosynthese der getesteten Suppline involviert (pathway.yeastgenome.org:8555/YEAST/). Es 
müsste sich somit eine Rate von 0,8 % ergeben. Es wurde eine Rate von 0,4 bis 0,7 % gefun-
den. Dies entspricht somit den Erwartungen bei zufälligen Mutationen. UV-Bestrahlungen 
ergaben bei P. stipitis Stämmen eine Auxotrophenfrequenz von 1,3 % (Melake et al., 1996). 
Diese Frequenz liegt im Vergleich zu anderen haploiden Hefen relativ hoch (Samsonova et 
al., 1989). Methionin, Adenin und Leucin waren die am häufigsten erzeugten Marken in der 
Insertionsmutagenese des Stammes P. stipitis 1665 his3-1. Auch in der UV-induzierten Mu-
tagenese hatten diese Auxotrophien den größten Anteil (Melake et al., 1996).  
 
Abschließend lässt sich sagen, dass die Transformation von P. stipitis mit linearen Fragmen-
ten sehr effektiv ist. Es findet zumeist eine zufällige, ektopische, einfache Einzelintegration 
statt. Die Anwesenheit eines Restriktionsenzyms erhöht die Effektivität der Transformation 
mit einem linearen Vektor in Abhängigkeit von dem verwendeten Enzym. Die Integrationen 
erfolgen nicht über die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms, sondern über Bereiche 
mit Mikrohomologien. Zumeist kommt es während der Integration zu kurzen Deletionen.  
 
 
 
4.2  Etablierung zusätzlicher Selektionsmarker der Hefe P. stipitis 
Für die Insertionsmutagenese mittels integrativer Transformation sind Selektionsmarker uner-
lässlich. Besonders gut eignen sich hierfür Gene, die für Auxotrophien verantwortlich sind. 
Auxotrophe können gezielt, z. B. durch Disruptionen der Gene, hergestellt werden. Um Dis-
ruptionen durchführen zu können, müssen die Gene, die für die Auxotrophien verantwortlich 
sind, identifiziert werden. Eine Genbank von P. stipitis (YEp-TW-Bank) bietet die Möglich-
eit zur Komplementation von auxotrophen S. cerevisiae Mutanten. Nach Komplementati-
ADE5 von P. stipitis zu isolieren 
54 (genome.jgi-psf.org/Picst3.home.html). 
k
onsversuchen war es möglich, die Gene TRP1, TRP2 und 
und Sequenzanalysen durchzuführen. Diese Untersuchungen erfolgten vor Publikation der 
Genom-Datenbank des Stammes P. stipitis CBS 60
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4.2.1 Charakterisierung des PsTRP1-Gens und des PsTRP2-Gens 
Für das PsTRP1-Gen wurde ein 753 bp großer Leserahmen gefunden, der für ein 251 Amino-
säuren langes Polypeptid kodiert. Das PsTRP2-Gen besitzt einen 1404 bp großen Leserah-
men, der für ein 466 Aminosäuren langes Polypeptid kodiert. Im 5´ Bereich beider Gene 
konnten typische eukaryontische Promotorelemente, wie eine putative TATA-Box und eine 
putative CAAT-Box, gefunden werden.  
 
Der Tryptophanbiosyntheseweg der Hefen ist Teil eines komplexen, allgemein regulierten 
Netzwerkes, das die Expression von 30 Strukturgenen verschiedener Aminosäurebiosynthe-
sewege reguliert, sobald ein Mangel einer dieser Aminosäure auftritt (Hinnebusch, 1986). Die 
Enzyme, die für den Biosyntheseweg des Tryptophans notwendig sind, werden in S. cerevisi-
ae von fünf Genen kodiert. Vier dieser Gene unterliegen der zuvor erwähnten generellen Kon-
olle. Die Ausnahme bildet das ScTRP1-Gen (Miozzari et al., 1978). Das ScTRP1-Gen unter-
r auch in dem Stromaufwärts-Bereich des PsTRP1-Gens werden der GCN4-
tr
liegt einem konstitutiv regulierten Promotor. Die Transkription des ScTRP1-Gens wird von 
dem ScTRP1-Promotor nur halb so oft initiiert wie z. B. die Transkription des ScTRP3-Gens 
(Braus et al., 1988). Die ScTRP1-mRNA ist im Gegenzug dazu aber zweifach stabiler als die 
ScTRP3-mRNA. 
Der positive Regulator der anderen vier TRP-Gene ist in S. cerevisiae das Protein GCN4, de-
ren Bindungsstelle in den Stromaufwärts-Bereichen der Gene zu finden ist. Die optimale 
Promotor-Bindestelle für das ScGCN4-Protein ist das Palindrom 5´ATGA(C/G)TCAT (Braus 
et al., 1988). Es werden aber häufig Abwandlungen von 1 bis 2 bp gefunden (Struhl, 1989). In 
dem Stromaufwärts-Bereich des PsTRP2-Gens wurde eine GCN4-Konsensussequenz (-277 
TTGACTCAT -270) gefunden, die nur in einem Nukleotid von der GCN4-Konsensussequenz 
in dem Stromaufwärts-Bereich des ScTRP2-Gens abweicht (CTGACTCAT, Miozzari et al., 
1978). Abe
Bindestelle ähnliche Konsensussequenzen gefunden (-69 ATTAGTCAT -62 und -14 AA-
AAGTCAT -6). Obwohl das ScTRP1-Gen nicht über den Transkriptionsfaktor GCN4 regu-
liert wird, wurden ähnliche Konsensussequenzen im 5´Bereich des ScTRP1-Gens gefunden 
(Miozarri et al., 1978). An diese Stellen bindet das GCN4-Protein aber in vitro nicht (Hope 
und Struhl, 1985). Die Anwesenheit der Konsensussequenz garantiert nicht, dass das jeweili-
ge Gen über den Transkriptionsfaktor GCN4 reguliert wird. Somit liegt die Vermutung nahe, 
dass auch das PsTRP1-Gen trotz der vorhandenen Sequenzen nicht über den Transkriptions-
faktor GCN4 reguliert wird. Das PsTRP2-Gen wird wahrscheinlich über GCN4 reguliert. 
Ein Bestandteil der GCN4-Konsensussequenz (TGACTA) ist in S. cerevisiae auch das Erken-
nungselement für den Säugertranskriptionsfaktor AP-1 (activator protein-1). In einem hetero-
logen Promotor führt das AP-1-Erkennungselement zu einer GCN4-unabhängigen Transkrip-
tionsaktivierung. Verantwortlich hierfür ist ein AP-1-homologes Protein, der Faktor yAP-1, 
der aus S. cerevisiae isoliert werden konnte (Harshman et al., 1988) und als Transkriptions-
faktor dient (Wheeler, et al., 2003). Eine Sequenz ähnlich der AP-1 Konsensussequenzen 
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kann im Stromaufwärts-Bereich des PsTRP1-Gens (-138 CGACTA -133) und des PsTRP2-
Gens (-277 TGACTC - 272 und -127 TGACCA -122) gefunden werden. Im Promotor des 
LEU2-Gens und des HIS3-Gens von P. stipitis (Lu et al., 1998b; Schruff, 2004) ist ebenfalls 
ein TGACTA-Motiv vorhanden, was eine allgemeine regulatorische Funktion der Sequenz in 
der Aminosäurebiosynthese von P. stipitis vermuten lässt. 
Auf Proteinebene ist zwischen dem PsTRP1-Gen und homologen Strukturgenen ascomyceta-
ler Hefen nur ein geringer Grad der Sequenzkonservierung feststellbar. Im Gegensatz dazu 
wiesen das PsTRP2-Gen und die homologen Strukturgenen ascomycetaler Hefen einen hohen 
Grad der Sequenzkonservierung auf. Die Codonneigung und der CBI der Gene PsTRP1 und 
PsTRP2 liegen in einer ähnlichen Größenordnung wie bei den entsprechenden Genen von S. 
cerevisiae. Dem CBI entsprechend ist die Expression des PsTRP1-Gens geringer als die des 
PsTRP2-Gens. Dies lässt vermuten, dass in der Expression des PsTRP1-Gens und der anderen 
ier PsTRP-Gene die zu Anfang aufgeführten Unterschiede bestehen, so wie sie in S. cerevi-v
siae demonstriert wurden (Miozzari et al., 1978).  
 
4.2.2 Charakterisierung des PsADE5-Gen 
Für das PsADE5-Gen wurde ein 2388 bp großer Leserahmen gefunden, der für ein 797 Ami-
nosäuren langes Protein kodiert. Im 5´Bereich des Gens konnten typische eukaryontische 
Promotorelemente, wie eine putative TATA-Box und eine putative CAAT-Box, gefunden 
werden. Für die ScADE5-Promotorfunktion sind die Transkriptionsaktivatoren BAS1 und 
BAS2 und der Bindefaktor ABF1 (ARS binding factor 1) von essentieller Bedeutung (Rolfes 
et al., 1997). Putative Bindungsstellen für die Transkriptionsaktivatoren BAS1 und BAS2 
kommen auch im 5´Bereich des PsADE5-Gens vor. Die Konsensussequenz des ScABF1-
Bindefaktor wird im untersuchten Teil des 5´Bereich des PsADE5-Gens nicht gefunden. Die 
Bindung des Faktors ScABF1 bewirkt möglicherweise eine Biegung der DNA, so dass eine 
räumliche Annäherung der Binderegionen des Transkriptionsaktivator BAS1 erfolgt (Rolfes 
et al., 1997). 
Wie schon in den Stromaufwärts-Bereichen der Gene PsTRP1 und PsTRP2 findet sich auch 
im Stromaufwärts-Bereich des Gens PsADE5 eine putative Erkennungssequenz für den 
Transkriptionsfaktor AP-1 (-425 TGACTA -420).  
Die Codonneigung und der CBI des  PsADE5-Gens  liegen  geringfügig höher als die des 
ScADE5-Gens. Auf Proteinebene ist zwischen dem PsADE5-Gen und homologen Strukturge-
nen ascomycetaler Hefen ein hoher Grad der Sequenzkonservierung feststellbar, ähnlich dem 
der TRP2-Gene. 
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4.3  Untersuchungen von putativen Gärungsmutanten 
4.3.1 Charakterisierung des Transformationsstammes P. stipitis 1665 his3-1 
h2 
assette in den Stamm P. stipitis CBS 5774 PJH53 his3-1 trp5-10 erstellt.  
:ScTRP5::Psadh2-Kassette 
ure 96 und die Disruption des offenen Leserah-
Für die Insertionsmutagenese wurde der Stamm P. stipitis 1665 his3-1 als Transformations-
stamm verwendet. Dieser Stamm wurde durch Integration einer Psadh2::ScTRP5::Psad
K
Molekularbiologische Untersuchungen bewiesen, dass die Psadh2:
ektopisch integriert ist. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Kassette mehrfach im 
Stamm integriert ist. Zumindest in einem dieser Integrationsorte liegt der Kassettenvektor 
pREP als Konkatemer vor. Die Isolierung der durch die Integrationen mutierten genomischen 
Sequenzen war aufgrund der Mehrfachintegration und der Integration in Form eines Konka-
temers schwierig. 
Unter aeroben und semiaeroben Bedingungen zeigte der Transformationsstamm im Vergleich 
zum Wildtypstamm keine signifikanten Unterschiede im Gärungsverhalten. Unter hypoxi-
schen Bedingungen zeigte der Transformationsstamm wie auch der Stamm PJH53 im Ver-
gleich zum Wildtypstamm eine geringere Induktion der Gärung. Die Integration der 
Psadh2::ScTRP2::Psadh2-Kassette hat somit keinen nachweisbaren Einfluss auf das phäno-
typische Verhalten des Transformationsstammes. 
 
4.3.2 Die putative Gärungsmutante P. stipitis ptc1 
Die phänotypischen Besonderheiten der Mutante P. stipitis ptc1 sind auf eine Einfachintegra-
tion des Vektors pBSPsHIS3 in den offenen Leserahmen des Gens PsPTC1 zurückzuführen. 
Der offene Leserahmen des PsPTC1-Gens kodiert für ein 367 Aminosäuren langes Protein. 
Die Integration erfolgte hinter der Aminosä
mens sollte einen Funktionsverlust des Genes zur Folge haben.  
 
4.3.2.1 Das Gen PsPTC1 
Das Gen PTC1 kodiert für eine Serin/Threonin Phosphatase des Types 2C (PP2C-
Phosphatase). In S. cerevisiae sind drei Gene determiniert worden, die für eine PP2C-
Phosphatase kodieren, PTC1, PTC2 und PTC3 (Maeda et al., 1994; Warmka et al., 2001). Die 
Genprodukte aller drei Gene neutralisieren in S. cerevisiae mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
(MAPK, mitogen-activated protein kinase), die Bestandteil eines MAPK Kaskaden Signalwe-
ges sind. Es coexistieren verschiedene MAPK Kaskaden in Hefen. Sie sind beispielsweise in 
den HOG-Signalweg (high osmolarity glycerol), in die Pheromonantwort oder in die Bildung 
von Pseudomycel involviert. Zwischen den einzelnen MAPK Kaskaden scheint es Vernet-
zungen zu geben (O´Rourke und Herskowitz, 1998). Kernpunkt der Regulation dieser MAPK 
Kaskaden ist die Konzentration phosphorylierter MAPKs. Zur Aktivierung der MAPK wird 
der Threonin- und Tyrosin-Rest im Aktivationsloop der MAPK phosphoryliert. Die Inaktivie-
rung der MAPK wird durch die Dephosphorylierung einer dieser beiden Reste erreicht.  
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Die Proteine Ptc1p, Ptc2p und Ptc3p fungieren in S. cerevisiae als negative Regulatoren der 
MAPK Kaskade des HOG-Weges, indem sie die Dephosphorylierung des Hog1-Proteins her-
beiführen (Maeda et al., 1994; Warmka et al., 2001). Das Hog1p ist essentieller Bestandteil 
dieses HOG-Weges (Brewster et al., 1993). Es reguliert die Induktion der Transkription einer 
eihe von Genen, die in die Osmoadaptation und den generellen Stressschutz impliziert sind. 
e Dephosphorylierung in  der  
R
ScPtc1p scheint hierbei die Basalaktivität von Hog1p und di
Adaptationsphase der Zellen zu regulieren (Warmka et al., 2001; Young et al., 2002). ScPtc2p 
und ScPtc3p beschränken durch Dephosphorylierung die maximale Hog1p-Aktivität.  
Die Aktivität von ScPtc1p ist auch in MAPK Kaskaden anderer Wege als dem HOG-Weg 
involviert. ScPtc1p dephosphoryliert z. B. Bestandteile der von Pkc1p (protein kinase C) re-
gulierten MAPK Kaskade, die in den Zellwandmetabolismus impliziert ist (Huang und Sy-
mington, 1995). In S. pombe inaktivieren SpPtc1p und SpPtc3p den hitzestressaktivierten Re-
gulationsfaktor SpSpc1p (Nguyen und Shiozaki, 1999).  
 
In der publizierten Genom-Datenbank des Stammes P. stipitis CBS 6054 sind homologe Pro-
teine zu den Ptc1-, Ptc2- und Hog1-Proteinen verschiedener Hefen (z.B. S. cerevisiae und D. 
ansenii) zu finden. Das im Rahmen dieser Arbeit sequenzierte PsPTC1-Gen zeigt die typi-h
schen eukaryontischen Promotorelemente, wie eine putative TATA-Box und eine putative 
CAAT-Box. Des Weiteren kommen die putativen Konsensussequenzen der Transkriptions-
faktoren MIG1 und ABF2 (ars binding factor) vor. Beide Faktoren sind bei S. cerevisiae be-
kanntermaßen involviert in die Antwort auf osmotischen Stress (Proft und Serrano, 1998; 
Kim et al., 2004). Der CBI des PsPTC1-Gens ist 0,21 relativ gering. Der CBI des PTC1-Gens 
von S. cerevisiae ist aber noch geringer (-0,043). Demnach ist anzunehmen, dass es sich bei 
beiden PTC1-Genen um schwach exprimierte Gene handelt.  
 
4.3.2.2 Das Wachstumsverhalten der Mutante P. stipitis ptc1 
Die Mutante P. stipitis ptc1 zeigte einen sauerstoffabhängigen Wachstumsdefekt. So wuchs 
sie unter aeroben Bedingungen nur unwesentlich langsamer als der Ausgangsstamm 1665. 
nter semiaeroben Bedingungen hingegen zeigte die Mutante ptc1 eine 30 (Glucose) bzw. 40 
a und Gancedo, 2000). Die Bildung 
U
% (Xylose) geringere Wachstumsrate als der Ausgangsstamm.  
 
Die unter hypoxischen Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante zeigten kein geringeres 
Wachstum als die Zellen des Transformationsstammes. In dieser Kultur offenbarte die Mutan-
te ptc1 eine phänotypische Besonderheit. Zuerst nahm das Längenwachstum der Zellen zu 
und dann erfolgte die Bildung von Pseudomycel. Nach zwei bis vier Tagen stiegen die Zellen 
auf und bildeten eine Kahmhaut auf der Kulturoberfläche. Die Zellen des Vergleichsstammes 
bildeten frühestens nach sieben Tagen Pseudomycel und dies auch nur unter hypoxischen 
Bedingungen in der Xylosekultivierung. Die Bildung von Pseudomycel wird bei S. cerevisiae 
unter Stressbedingungen häufiger beobachtet (Zaragoz
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von Pseudomycel könnte bei P. stipitis eine Reaktion auf Stress in Form von Sauerstoffman-
gel sein. 
Das Wachstum in Form von Pseudomycel wird in S. cerevisiae durch eine MAPK Kaskade 
und sekundär über die Proteinkinase A (Pka) des cAMP-Weges reguliert (Pan und Heitman, 
1999). Hierbei scheint Pka die unipolare Knospung und die Agarinvasion zu regulieren und 
die MAPK Kaskade das Zelllängenwachstum und die Agarinvasion (Pan und Heitman, 1999). 
Makroskopische Aufnahmen der Kultur der Mutante P. stipitis ptc1 zeigten zuerst ein starkes 
Zelllängenwachstum und anschließend unipolare Knospung der Zellen. Weiterhin wurde ein 
Einfluss von Hog1p auf die Bildung von Pseudomycel in S. cerevisiae (Madhani et al., 1997; 
Hohmann, 2002) und C. albicans (Alonso-Monge et al., 1999) determiniert. Somit wäre es 
möglich, dass die Mutation im Psptc1-Gen über Hog1p oder eine andere MAPK Kaskade 
Einfluss auf die Pseudomycelbildung bei P. stipitis hat.  
 
Ist die Bildung von Pseudomycel bei P. stipitis eine Antwort auf Stress wie bei z. B. S. cere-
isiae könnten Zellen, die in Form von Pseudomycel wachsen permanente Stressreaktionen 
rharren. Das Wachstum der Zellen in 
.  
as Wachstum in Form von Pseudomycel hatte einen Einfluss auf das Gärungsverhalten der 
Zellen. Zum ersten zeigten die pseudomycelbildenden Zellen im Gegensatz zu den hefezel-
n Unterschied im Zelltrockenge-
efinden sich Zellen, die in Form von Pseu-
pitis ptc1 unterschiedliche 
Hefezellen bildeten.  
v
zeigen. Die pseudomycelbildenden Zellen der Mutante P. stipitis ptc1 bilden nach der Über-
führung in Vollmedium lange Zeit weiterhin Pseudomycel. Die Zellen scheinen im Gegensatz 
zum Ausgangsstamm 1665 in diesem Zustand zu ve
Form von Pseudomycel könnte einen Einfluss auf das Gärungsverhalten haben. Aus diesem 
Grund wurde ein pseudomycelbildender Klon der Mutante P. stipitis ptc1 isoliert und sein 
Wachstums- und Gärungsverhalten untersucht
D
lenbildenden Zellen unter semiaeroben Bedingungen keine
wicht im Vergleich zum Ausgangsstamm 1665. B
domycel wachsen, in einem Stresszustand, kann man annehmen, dass die stressregulierenden 
Faktoren wie z. B. Hog1p aktiviert sind. Die maximale Aktivierung von Hog1p wird in S. 
cerevisiae durch die Genprodukte der Gene ScPTC2 und ScPCT3 reguliert und nicht durch 
die des Genes ScPTC1. Befindet sich der pseudomycelbildende Klon der Mutante P. stipitis 
ptc1 in einer permanenten Stressreaktion und somit einer maximalen Aktivierung von Hog1p, 
hätte die Mutation im Psptc1-Gen in diesem Zustand der Zelle keinen Einfluss.  
Zum zweiten zeigten sowohl die spezifische Zuckeraufnahme als auch die spezifische Etha-
nolbildung in der Kultivierung der beiden Klone der Mutante P. sti
Raten. Zu Beginn der Kultivierung war die spezifische Zuckeraufnahmerate des pseudomy-
celbildenden Klons deutlicher geringer als die des hefezellenbildenden Klons. Nach sechs 
Stunden zeigten die pseudomycelbildenden Zellen aber einen Anstieg in der spezifischen 
Aufnahmerate und der Unterschied in den Zuckeraufnahmeraten der beiden Klone wurde ge-
ringer. Eine mögliche Erklärung liegt darin, dass die Kultur zu Beginn größtenteils aus  pseu-
domycelbildenden Zellen bestand, sich aber im Laufe der Kultivierung zunehmend normale 
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Die unter aeroben Bedingungen angezogenen Pseudomycelzellen zeigten nur kurzzeitig eine 
Ethanolbildung. Anschließend blieb die Ethanolkonzentration im Medium konstant. Dies 
um unter aeroben Bedingungen angezogenen ptc1 Zellen zeigten einen 
ieler Stressgene verantwortlich. Der Signalweg erfolgt auf Basis der STRE-
r ersten Stunden in der Mutante P. stipitis ptc1 stärker induziert als im Ausgangs-
tamm. Dadurch wäre der höhere RQ in den ersten Stunden der aeroben Kultivierung zu er-
ifische Ethanolbildungsrate 
kann zwei Ursachen haben, entweder wird kein weiteres Ethanol gebildet oder das gebildete 
Ethanol wird reassimiliert. Dieses Phänomen könnte durch das Wachstum in Form von Pseu-
domycel hervorgerufen worden sein und wäre bezogen auf die Mutation des Stammes nur 
indirekt.  
 
4.3.2.3 Das Gärungsverhalten der Mutante P. stipitis ptc1 
Die im Glucosemedi
geringeren Gasumsatz als die Zellen des Vergleichsstammes 1665, obwohl im Wachstums-
verhalten kein Unterschied erkennbar war. Durch das Verhältnis der Gasumsätze zueinander 
ergab sich für die Mutante in den ersten acht Stunden der Kultivierung ein scheinbarer RQ 
von 1,5, wohingegen der Vergleichsstamm einen scheinbaren RQ von 0,5 – 1 zeigte. Der An-
teil der Gärung am Metabolismus der Mutante ptc1 war zu Beginn der Kultivierung somit 
anscheinend höher als im Stamm 1665. Die Zellen, mit denen die Kultur angeimpft wurde, 
stammen aus einer 16-Stunden alten Schüttelkultur. Die Zellen müssen sich daher nach dem 
Animpfen an neue Bedingungen bezüglich der Sauerstoff- und Nährstoffkonzentration anpas-
sen, insbesondere in der aeroben Kultur. In dieser Adaptationsphase ist in S. cerevisiae das 
Genprodukt von PTC1 für die Dephosphorylierung von Hog1p zuständig. In Scptc1-Mutanten 
wurde eine im Vergleich zum Wildtyp höhere Basalaktivität von Hog1p festgestellt, die nicht 
im Wachstumsdefekt begründet ist (Warmka et al., 2001; Young et al., 2002). Des Weiteren 
ist die Kinetik der Hog1p-Aktivierung in den Scptc1-Mutanten verändert. Normalerweise er-
folgt durch Stress eine sekundenschnelle Aktivierung von Hog1p, nach drei Minuten beginnt 
die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung von Hog1p. In der Scptc1-Mutante fand 
innerhalb der ersten 60 Minuten nach dem Stress keine Dephosphorylierung von Hog1p statt. 
Über die weitere Zeit wurde keine Aussage gemacht (Warmka et al., 2001; Young et al., 
2002). Für die P. stipitis ptc1 Mutante könnte dies bedeuten, dass Hog1p während der ersten 
Stunden der Kultivierung aktiver ist als im Ausgangsstamm. Hog1p ist in S. cerevisiae für die 
Induktion v
Konsensussequenz (Estruch, 2000). Eine solche Konsensussequenz ist auch in den ADH-
Genen von P. stipitis zu finden (Passoth et al., 1998). Möglicherweise wurde die Gärung in-
nerhalb de
s
klären. Es zeigte sich aber in diesem Zeitraum keine höhere spez
in der Mutante ptc1. Diese Rate berechnet man aber aus der Änderung der Ethanolkonzentra-
tion im Medium, die auf der Ethanolbildung und der Ethanolreassimilation beruht. Es ist 
denkbar, dass durch die permanente Stressreaktion in der Mutante ptc1 Ethanol verstärkt reas-
similiert wird. Somit widersprechen sich ein höherer scheinbarer RQ und eine geringere spe-
zifische Ethanolbildungsrate nicht. Man sollte bei solchen Schlussfolgerungen aus putativen 
Konsensussequenzen (wie in den PsADH-Genen) bedenken, dass es in S. cerevisiae eine 
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Vielzahl an Proteinen gibt, die in verschiedene Stressreaktionen involviert sind. Über die 
Konsensussequenz STRE werden drei verschiedene Signalwege reguliert, die MAPK Kaska-
de HOG, der PKA-Weg (protein kinase A) und der TOR-Weg (target of rapamycin), deshalb 
muss das Vorkommen der STRE Konsensussequenz in den ADH-Genen von P. stipitis nicht 
zwangsläufig bedeuten, dass in die Induktion der HOG-Weg involviert ist. 
Die unter hypoxischen Bedingungen im Xylosemedium angezogenen Zellen der Mutante P. 
stipitis ptc1 zeigten innerhalb der ersten 15 Stunden der Kultivierung einen wesentlich höhe-
nahmerate und Ethanolbildungsrate als der Stamm 1665. Der 
öhere Anteil der Gärung am Metabolismus in den ersten Stunden der Kultivierung zeigte 
ich schon unter aeroben Bedingungen. Auch hier kommt als Ursache wieder die langsamere 
eaktivierung von Hog1p in der Adaptationsphase aufgrund der Mutation im ptc1-Gen in 
ungsverhalten von P. stipitis haben. 
ren RQ als die Zellen des Stammes P. stipitis 1665. Der RQ der Mutante sank von 10 auf 5 
ab, während der RQ des Ausgangsstammes von 1 auf 5 stieg. Auch zeigten die Zellen eine 
höhere spezifische Xyloseauf
h
s
D
Frage.  
 
Abschließend lässt sich sagen, dass die Mutation im Psptc1-Gen anscheinend keine direkten 
Auswirkungen auf das Gärungsverhalten hat. Der Grund hierfür kann in der komplexen Regu-
lationsmaschinerie solcher Signalwege liegen. Eine einzelne Mutation reicht anscheinend 
nicht aus, um den kompletten Signalweg auszuschalten. Zumindest konnte festgestellt wer-
den, dass Signalwege, die für die Regulation von Stressgenen verantwortlich sind, auch Ein-
fluss auf das Gär
 
4.3.3 Die putative Gärungsmutante P. stipitis hsp90 
4.3.3.1 Das Gen PsHSP90 und das Gen Pshsp90 
Die phänotypischen Besonderheiten der Mutante P. stipitis hsp90 sind auf eine Einfachinteg-
ration des Vektors pNMPsHIS3 in den offenen Leserahmen des Gens PsHSP90 (heat shock 
protein) zurückzuführen. Dies wurde ermittelt mit Hilfe von Southern-Hybridisierungen und 
Sequenzanalysen. Auf Nukleotid- und Proteinebene wurde ein sehr hoher Grad der Konser-
vierung zwischen PsHSP90 und homologen Strukturgenen ascomycetaler Hefen festgestellt. 
Die größte Ähnlichkeit wurde zwischen P. stipitis und D. hansenii gefunden. Dies steht im 
Einklang mit den aufgestellten Stammbäumen ascomycetaler Hefen (Kurtzman und Robnett, 
1998). Des Weiteren wurden die typischen eukaryontischen Promotorelemente, wie eine TA-
TA-Box, eine GC-Box und CAAT-Box, gefunden. Die transkriptionale Induktion von fast 
allen eukaryontischen Hitzeschockgenen in Antwort auf Hitze- oder physiologischen Stress 
wird durch Bindung des Transkriptionsaktivators HSF (heat shock factor) an die kurze, sehr 
konservierte DNA-Sequenz HSE (heat shock element) vermittelt (Wiederrecht et al., 1988; 
Xiao und Lis, 1988). Diese Konsensussequenz wird auch in dem Stromaufwärtsbereich des 
PsHSP90-Promotors gefunden. 
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Die Hefe P. stipitis besitzt im Gegensatz zu S. cerevisiae mit großer Wahrscheinlichkeit nur 
ein HSP90-Gen. Der Nachweis hierfür wurde durch Southern-Hybridisierung erbracht. Auch 
ergleiche in der publizierten Genom-Datenbank des Stammes P. stipitis CBS 6054 bestäti-
en führen zu bei 25 °C 
bensfähigen S. cerevisiae Mutanten (Borkovich et al., 1989). C. albicans (Swoboda et al., 
1995), D. hansenii (XP 456605) und S. pombe (Mishra et al., 2005) besitzen nur ein HSP90-
ie die S. cerevisiae hsc82 hsp82 Mutanten sind auch C. albicans hsp90 Mutanten bei 
a es nur eine Hsp90-
opie in P. stipitis gibt kann eine Null-Mutation nicht, wie in S. cerevisiae, durch ein anderes 
 Transkript der Pshsp90-Mutante aber die spezifische Erkennungs-
equenz EEVD. Die Integrität dieses konservierten C-terminalen EEVD-Motives ist essentiell 
r die Interaktion des Hsp90-Proteins mit Clients, die ein TPR-Motiv (t
V
gen dieses Ergebnis. Die Hefe S. cerevisiae besitzt die beiden HSP90-homologen Gene 
HSC82 und HSP82. Diese Gene zeigen in ihrer Aminosäurensequenz eine 97 %ige Homolo-
gie zueinander. Das HSC82-Gen wird konstitutiv stark exprimiert und bei hohen Temperatu-
ren gering induziert. Das HSP82-Gen hingegen wird konstitutiv gering exprimiert und bei 
hohen Temperaturen stark induziert (Borkovich et al., 1989). Mutationen in beiden Genen 
sind bei S. cerevisiae letal. Temperatur. Andere Mutationskombination
le
homolog.  
Ebenso w
25 °C und höheren Temperaturen nicht lebensfähig (Swoboda et al., 1995). Die Mutante P. 
stipitis hsp90 ist trotz des mutierten Pshsp90-Gens bei 28 °C lebensfähig. Bei 37 °C zeigte 
sich die inaktivierende Wirkung der Mutation und es war kein Wachstum feststellbar. Grund 
für die von anderen hsp90-Mutanten abweichenden Ergebnisse kann die Art des Pshsp90-
Allels sein. Die Integration des Mutagenesevektors erfolgte 3´-terminal in den offenen Lese-
rahmen des PsHSP90-Gens (23 Aminosäuren vor dem Stopcodon). Überraschenderweise 
entsteht offensichtlich trotzdem ein funktionsfähiges Protein, denn d
K
Gen komplementiert werden. Durch die Vektorintegration wurde ein neues Stopcodon einge-
führt und der resultierende offene Leserahmen ist nur 90 Nukleotide länger als der des Wild-
typ-Gens. Weiterhin sind die N-terminale ATP-Bindedomäne und die C-terminale für die 
Dimerisierung verantwortliche Domäne des Proteins durch die Vektorintegration nicht verän-
dert worden. Ebenso wenig verändert wurde der Stromaufwärtsbereich des PsHSP90-Gens. 
Diese Gegebenheiten könnten das Entstehen eines in gewissen Grenzen funktionsfähigen Pro-
teins erklären. Es fehlt dem
s
fü etratricopeptide re-
peats) besitzen (Chen et al., 1998). Viele der Clients, die im eukaryontischen Cytosol mit dem 
Chaperone Hsp90p interagieren, besitzen solche TPR-Motive. Deletionen von ca. 100 Ami-
nosäuren im C-terminalen Bereich des menschlichen hsp90α-Proteins haben gezeigt, dass die 
Entfernung des EEVD-Motives die Interaktion mit Clients, z. B. p60 (Hop), unmöglich macht 
(Young et al., 1998). TPR-Motive enthaltende Clients können durch die Interaktion mit dem 
EEVD-Motiv auch die ATPase-Aktivität des Hsp90-Proteins hemmen. Durch die Entfernung 
dieses EEVD-Motives des PsHsp90-Proteins wird somit wahrscheinlich die Bindung von 
Clients verhindert und es könnten Regulationsmechanismen der ATPase-Aktivität des 
PsHsp90-Proteins betroffen sein.  
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Die Integration in der Mutante P. stipitis hsp90 verursachte aber noch weitere genetische Ver-
nderungen. Von drei Faktoren ist beschrieben, dass sie in Hefezellen die Formation des 3´-
ndes der mRNA beeinflussen (Zaret und Sherman, 1982; Russo et al., 1993). Der erste Fak-
r betrifft Stromaufwärtselemente, einschließlich der Sequenzen TATATA, 
AG…TATGTA und/oder TTTTTATA, die die Effizienz der Stromabwärtselemente verbes-
sern. Der zweite Faktor beinhaltet Stromabwärtselemente, wie TTAAGAAC und AAGAA, 
ie für Positionierung der Polyadenylierungsstelle verantwortlich sind. Die aktive Polyadeny-
erungsstelle stellt den dritten Faktor dar. Eine Entfernung der Polyadenylierungsstelle in 
em Gen ScCYC1 hatte verschiedene Auswirkungen (Zaret und Sherman, 1982). Es zeigte 
ch eine Reduktion des Cyc1-Transkripts um 90 %. Das Transkript war heterogen in seiner 
P. stipitis hsp90 sind sowohl Strom-
bwärtselemente (AAGAA) betroffen als auch die aktive Polyadenylierungsstelle selbst. Es 
RNA der Mutante P. stipitis hsp90 instabil ist. Des Wei-
ren kann die Translationseffizienz der mRNA vermindert sein und es kann der Transport der 
RNA vom Kern zum Cytoplasma gestört sein. All diese Faktoren haben einen entscheiden-
en Einfluss auf die Hsp90-Proteinmenge, die produziert wird.   
Die Auswirkungen der Mutation im Pshsp90-Gen können vielgestaltig sein, weil ein funkti-
onsfähiges Hsp90-Protein in S. cerevisiae nicht nur bei einem Hitzeschock, sondern auch un-
ter physiologischen Bedingungen essentiell ist (Borkovich et al., 1989; Cutforth und Rubin, 
1994). Ein Temperaturanstieg bewirkt in z. B. S. cerevisiae die Produktion von Hitzeschock-
proteinen, deren Aufgabe darin besteht, die durch Hitzedenaturierung verursachte Schädigung 
der Proteine zu minimieren. Die Mutante P. stipitis hsp90 scheint nicht in der Lage zu sein, 
diese Schäden in ausreichendem Umfang zu minimieren, da sie bei 37 °C nicht mehr wächst. 
Unter physiologischen Bedingungen hängen wichtige regulatorische Proteine in ihrer struktu-
rellen Reifung von den Wechselwirkungen mit dem ScHsp90-Protein und seinen Cofaktoren 
ab. Dadurch hat das ScHsp90-Protein einen direkten Einfluss auf Signalproteine, Proteinkina-
sen und Transkriptionsfaktoren. Das ScHsp90-Protein interagiert zudem noch mit 200 offenen 
Leserahmen, die für das effiziente Zellwachstum verantwortlich sind (Zhao et al., 2005). Da-
durch hat es einen indirekten Einfluss auf die Zellphysiologie.  
In der Mutante P. stipitis hsp90 betrifft die Mutation anscheinend auch die Gärung, dies ist 
nicht unerwartet, da bei einem mutierten Pshsp90-Gen pleiotrope Effekte zu erwarten sind 
 
4.3.3.2 Das Wachstumsverhalten der Mutante P. stipitis hsp90 
Die in Glucose- oder Xylosemedium angezogenen Zellen der Mutante P. stipitis hsp90 wie-
sen einen Wachstumsdefekt auf. Unter aeroben Bedingungen zeigte die Mutante im Vergleich 
zu P. stipitis 1665 his3-1 sowohl in der Xylose- als auch in der Glucosekultivierung eine um 
23 % reduzierte Wachstumsrate. Unter semiaeroben Bedingungen war die Wachstumsrate der 
Mutante in der Glucosekultivierung um 50 % und in der Xylosekultivierung um 69 % redu-
ziert. Zusätzlich zur geringeren Wachstumsrate ließ die Mutante hsp90 zu Beginn der expo-
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ansteigenden, unter semiaeroben Bedingungen zusätzlich noch geringeren, RQ. Die Gärung 
166
fü
drei Transporter sequenziert (Weierstall et al., 1999). Diese werden teilweise für Glucose und 
lose genutzt (Boles und Hollenberg, 1997; Özcan und Johnston, 1999). In Vivo angewen-
e Screening-Verfahren konnten für S. cerevisiae eine Vielzahl Clients des ScHsp90-
teins ermitteln (Millson et al., 2005). Dazu gehörten auch verschiedene Hexose-
nsporter. Es ist bekannt, dass die Expression vieler Zuckertransporter posttranskriptional 
uliert wird, ohne dass genaueres über die Regulation bekannt ist (Özcan und Joh
1999). Eine denkbare posttranskriptionale Regulationsmöglichkeit ist die Faltung durch Inter-
ion mit dem Hsp90-Protein. Beide Hinweise sprechen für die Beeinflussung eines Zucker-
sporters durch das mutierte hsp90-Gen. 
 solcher ineffizienter Transporter würde eine reduzierte Wachstumsrate erklären. Die Mut-
e sollte aber in der Lage sein, den gleichen Biomasseertrag zu erreichen. Nur die im Glu-
emedium unter aeroben Beding
gleichen Biomasseertrag wie der Ausgangsstamm 1665. Der Wachstumsdefekt muss demnach 
er semiaeroben Bedingungen und in der Xylosekultivierung noch andere Ursachen ha
Die Mutante P. stipitis hsp90 zeigte zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase eine nied-
 spezifische Xyloseaufnahmerate, die im Verlauf der Kultivierung langsam anstieg. Die 
tante scheint Xylose aufzunehmen, die aber nicht genutzt wird um Biomasse zu bilden. 
 einer S. cerevisiae hsc82 hsp82 
Diese Mutante zeigte ein reduziertes Wachstum auf Maltose als C-Quelle (Bali et al., 2003). 
 die Maltosevergärung benötigt S. cerevisiae eine Maltosepermease, eine Maltase und den 
nskriptionsaktivator MAL63. Das Hsp90-Protein bindet in vivo an das Mal63-Protein und 
wichtig für dessen Faltung und Stabilität. Einen ähnlichen Einfluss könnte das Hsp90-
teten Enzyme der Xyloseverwertung zeigten in der Mutante hsp90 geringere Werte als im 
sgangsstamm 1665. Die Aktivitäten wurden zu Beginn der exponentiellen und in
onären Wachstumsphase unter semiaeroben Bedingungen bestimmt. Es zeigte sich keine In-
tion der Enzymaktivitäten in diesem Zeitraum bei der Mutante. Die geringe Aktivität 
ss kein direkter Effekt des mutierten Pshsp90-Gens sein.   
.3.3 Das Gärungsverhalten der Mutante P. stipitis hsp90 
er die Mutante hsp90 wies noch weitere phänotypische Besonderheite
im Glucosemedium unter aeroben und semiaeroben Bedingungen angezogenen Zellen der 
tante im Vergleich zu denen des Ausgangsstammes scheinbar eine geringere Ethanolbil-
gsrate. Dies geht einher mit einem langsamer steigenden Gasumsatz und einem langsamer 
wird somit bei der Mutante hsp90 zu einem späteren Zeitpunkt induziert als beim Stamm 
5. Unter semiaeroben Bedingungen zeigte die Gärung zusätzlich noch einen geringeren 
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teil am Stoffwechsel der Zellen. Unter semiaeroben Bedingungen blieb die Ethanolkon-
tration in der Kultur der Mutante hsp90 nach 12 Stunden konstant. Möglicherweise reas-
iliert die Mutante das gebildete Ethanol.   
Die ADH2 dient in P. stipitis der Ethanolassimilation und ist unter semiaeroben Bedingungen 
die Ethanolbildung verantwortlich (Passoth et al., 1998; Cho und Jeffries, 1998). Die Ex-
ssion der PsADH2 wird eventuell durch Häm kontrolliert (Cho und Jeffries, 1999), obwohl 
ses Ergebnis nicht bestätigt werden konnte (V. Passoth, pers. Mitteilung). Der Transkripti-
faktor HAP1 (heme activator protein 1) wird durch die Bindung von Häm aktiviert. Das 
des
Hsp90-Protein ist essentiell für die Aktivierung von HAP1 und ist ebenfalls ein Bestandteil 
 Komplexes HMC (height molecularweight complex), in dem HAP1 in Abwesenheit von 
 inaktiv vorliegt (Zhang et al., 1998; Hon et al.Häm , 2001). Die Gegenwart von Sauerstoff 
nig
Au
 
Die unter hypoxischen Bedingungen im Glucosemedium angezogenen Zellen der Mutante P. 
gle
ist 
Bes nzentration 
eigen sich kaum Verringerungen der HAP1-Inaktivierung (Hon et al., 2001). Ein Vergleich 
-Datenbank des Stammes P. stipitis CBS 6054 ergibt eine homo-
ge Proteinsequenz zum ScHAP1. Ist nur die Aktivierung von HAP1 in der Mutante P. stipi-
s hsp90 erschwert, die Inaktivierung aber ohne Einschränkung möglich, sollte sich unter 
ypoxischen Bedingungen kein Gärungsdefekt zeigen.  
as markanteste phänotypische Merkmal der Mutante P. stipitis hsp90 ist, dass die in Xylo-
emedium angezogenen Zellen kein Ethanol bilden. Damit muss es bei P. stipitis einen Unter-
chied in der Gärung der auf Xylose und auf Glucose angezogenen Zellen geben. Unterschie-
e in der Cofaktorselektion und im Elektronentransport wurden für den Glucose- und Xylo-
emetabolismus schon in Betracht gezogen (Shi und Jeffries, 1998). Das reduzierte Wachstum 
er in Xylose gezogenen Zellen könnte durch eine Beteilung des Hsp90-Proteins an der kor-
kten Faltung der XDH erklärt werden. Die fehlende Aktivität des Enzyms XDH führt mög-
cherweise zu einem Anstieg der internen NAD+-Konzentration. Internes NAD+ inhibiert die 
ADH-verknüpfte Xylosereduktion durch das Enzym XR von P. stipitis (Verduyn et al., 
985). Dies könnte zu dem verminderten Wachstum der Mutante P. stipitis hsp90 auf Xylose 
hren. Diese Redoximbalance erklärt aber nicht die fehlende Ethanolbildung in der Xylose-
ultivierung der Mutante hsp90. Somit muss es noch einen weiteren Faktor geben, der durch 
scheint die Induktion oder die Aktivierung der Gärungsenzyme PDC und ADH zu beschleu-
en (Passoth, 1998). Es liegt im Bereich des Möglichen, dass die Pshsp90-Mutation eine 
swirkung auf diese Induktion hat.  
stipitis hsp90 verbrauchten weniger Sauerstoff, bildeten aber mehr Kohlendioxid als der Ver-
ichsstamm. Daraus resultiert ein stark ansteigender RQ. Unter hypoxischen Bedingungen 
HAP1 in S. cerevisiae inaktiviert und liegt in einem Komplex vor. Das ScHsp90-Protein ist 
tandteil dieses Komplexes, aber in Zellen mit geringer ScHsp90-Protein Ko
z
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die Mutation im PsHSP90-Gen betroffen ist, und Einfluss auf die Ethanolbildung aus Xylose 
tion im PsHSP90-Gen ausgedehnte 
. Die Folgen betreffen das Wachstum, das fermentative Verhalten und 
 
 die Faktoren, die die Ausbildung der 3´End-Formation 
utante P. stipitis Inp53 
eiten der Mutante P. stipitis inp53 sind auf eine Einfachinteg-
P53-Gen umfasst 3338 bp und die Vektorintegration erfolgte 
wischen den Nukleotiden 738 bp bis 746 bp nach dem Translationsstart. Diese Integration 
äne, 
 C-terminalen prolinreichen Domäne. Die Integration 
rfolgte innerhalb der Sequenz, die für die SACI-Domäne kodiert.  
ve Konsensussequenzen verschiedener Transkriptionsfaktoren vor, 
 
zum anderen die Faktoren AP-1, HAP1 und HIF1, die für die Ant-
ort auf Umweltbedingungen, wie Nährstoffkonzentration und Sauerstoffversorgung, ver-
lpolyphosphat-5-phosphatasen. Hefen 
, die für diese signalmodifizierenden Enzyme kodieren, 
 (Drayer et al., 1996; Mitchell et al., 2002). Modifiziert wird 
ben verschiedene Isoformen zu bilden (Divecha und Irvine, 1995; 
. als sekundäre Botenstoffe in essentiellen zellu-
ion eines 
ngfügige Veränderungen des Phänotyps zur Folge. Die 
isruption von zwei dieser Gene hatte eine Vakuolenfragmentierung, eine abnormale Plas-
mamembran mit massiven Einschlüssen, eine Desorganisation von polymerisierten Aktin und 
hat.  
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Muta
pleiotrope Effekte hat
insbesondere die Ethanolbildung im Xylosemedium.  
Weiterhin eröffnet die Art des hsp90-Allels die Möglichkeit essentielle Gene in haploiden
Organismen zu untersuchen, indem
der mRNA beeinflussen, verändert werden.   
 
4.3.4 Die putative Gärungsm
4.3.4.1 Das Gen PsINP53 und das Gen Psinp53 
Die phänotypischen Besonderh
ration des Vektors pBSPsHIS3 in den offenen Leserahmen des Gens Psinp53 zurückzuführen. 
Der offene Leserahmen des PsIN
z
sollte mit großer Wahrscheinlichkeit den Funktionsverlust des Genes zur Folge haben. Das 
Inp53-Protein besteht bei S. cerevisiae aus drei Domänen, der N-terminalen SACI-Dom
der 5-Phosphatase Domäne und einer
e
In dem Stromaufwärtsbereich des PsINP53-Promotors wurden die typischen eukaryontischen 
Promotorelemente, wie eine putative TATA-Box, CAAT-Box und GC-Box, gefunden. Des 
Weiteren kommen putati
die vermuten lassen, dass das PsINP53-Gen einer umfassenden Kontrolle unterliegt. Diese 
 Faktoren, die für die Antwort auf Stress verantwort-Transkriptionsfaktoren sind zum einem
lich sind, wie z.B. STRE, 
w
antwortlich sind.  
Das Genprodukt des INP53-Gens gehört zu den Inosito
wie S. cerevisiae besitzen vier Gene
INP51, INP52, INP53 und INP54
das Phosphatidylinositol, das durch unterschiedliche Phosphorylierungen an seinem Inositol-
ring in der Lage ist, sie
Zhang und Majerus, 1998). Diese agieren u. a
lären Signalwegen.  
In S. cerevisiae wurden Mutationsanalysen der INP-Gene durchgeführt. Die Disrupt
einzelnen dieser Gene hatte nur geri
D
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eine Zellwandverdickung zur Folge. Eine Mutante mit Scinp51-, Scinp52-, Scinp53-Mutation 
Ooms et al., 2000). Der Funktionsverlust des ScINP53-
ens zeigte dennoch einige Veränderungen. Er verursachte z.B. eine Verringerung in der zel-
hosphat-5-phosphatase-Aktivität und einen Anstieg in 
00). 
adurch hat die Scinp53-Mutation Einfluss auf Signalwege, in die Phosphatidylinositol ver-
rt eine Reihe zellulärer Prozesse, wie z.B. Zellwachs-
antley, 1999), Veränderungen im Cytoskelett (Caroni, 2001; 
g (Simonsen et al., 2001) und zelluläre Signalwege (Mitchel 
at das Inp53-Protein in S. cerevisiae eine spezifische Funktion in 
in und AP-1 vermittelt werden (Ha et al., 2001; Ha et 
 sich ein beschleunigter Transport von spezifischen 
s-Golginetzwerk zu den späten Endosomen. Die Bindung des ScInp53p an 
gulation ist aber unklar (Ha et 
054 mit den abgeleiteten 
eben homologe Lese-
n Wachstumsdefekt. Die unter 
 Zellen der Mutante wiesen annähernd die gleiche Wachs-
tammes auf. Im Gegensatz dazu war unter semiaeroben 
osekultivierung zu beobachten. 
urch die inp53-Mutation könnte ein Zuckertransporter betroffen sein. Die spezifische Xylo-
der ersten acht Stunden der Kultivierung 
er 
en zu erkennen, wobei der Unterschied geringer war. Somit könnte das 
ienten Xylosetransporter begründet sein. Dieser Xylo-
fügbarkeit von Sauerstoff abhängig. In 
ein Unterschied in der spezifischen Aufnahmerate zwi-
en Verhalten der Mutante gibt, lässt sich eventuell aus dem 
ärungsverhalten schließen.  
ist nicht lebensfähig. Somit wiesen die drei Gene ScINP51, ScINP52, ScINP53 eine essentiel-
le aber überlappende Funktion auf (
G
lulären Phosphatidylinositol-4,5-bisp
der zellulären [ H]-Phosphatidyli3 nositol-4,5-bisphosphat Konzentration (Ooms et al., 20
D
wickelt ist. Phosphatidylinositol regulie
tum und Apoptose (Rameh und C
artin, 2001), sekretorischer WeM
et al., 2002). Weiterhin h
Proteintransportwegen, die über Clathr
l., 2003). In Scinp53-Mutanten zeigtea
Proteinen vom tran
Clathrin wurde nachgewiesen, der genaue Mechanismus der Re
al., 2003).  
Ein Vergleich der Genom-Datenbank des Stammes P. stipitis CBS 6
Aminosäurensequenzen der Gene ScINP51, ScINP52 und ScINP53 erg
rahmen.  
 
4.3.4.2 Das Wachstumsverhalten der Mutante P. stipitis inp53 
Die Mutante P. stipitis inp53 zeigte einen sauerstoffabhängige
eroben Bedingungen angezogenena
tumsrate wie die Zellen des Ausgangss
Bedingungen ein schwächeres Wachstum der Mutante feststellbar. Dieses phänotypische 
ucose- als auch in der XylMerkmal war sowohl in der Gl
D
seaufnahmerate der Mutante inp53 war innerhalb 
unter semiaeroben B
eroben Bedingung
edingungen geringer als die des Vergleichsstammes. Dies war auch unt
a
Wachstumsdefizit in einem ineffiz
setransporter wäre dann interessanterweise von der Ver
der Glucosekultivierung zeigte sich k
schen den beiden Stämmen.    
Ob es eine Verbindung zwischen dem verminderten Wachstum unter semiaeroben Bedingun-
gen und dem respiro-fermentativ
G
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4.3.4.3 Das Gärungsverhalten der Mutante P. stipitis inp53 
Unter aeroben Bedingungen zeigte die Mutante P. stipitis inp53 weder in der Ethanolbildung 
inen Unterschied zum Ausgangsstamm. Das Gärungsverhalten der 
zogenen Zellen der Mutante wies, wie schon im Wachs-
 auf. So zeigte die Mutante inp53 in 
 Vergleich zum Stamm 1665 eine geringere spezifi-
e und einen 
die Ethanolbildungsrate und die Ethanoltoleranz 
ei S. cerevisiae (Chi et al., 1999). Durch die Zugabe von Inositol steigt in S. cerevisiae der 
te Gehalt bewirkt einen Anstieg in der 
 Psinp53-Gen 
ollte die zelluläre  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-Konzentration ansteigen und somit 
tis hsp90 zu erklären.  
ter semiaeroben Bedingungen angezogenen Zellen der Mutante 
p53 zeigten nach zehn Stunden Kultivierung für die Dauer von zwei Stunden eine konstante 
ann begann die Rate zu sinken. Eine mögliche Ursache 
her 
ffekt der geringeren Phosphatidylinositol-Konzentration sein (Chi et al., 1999). In der Glu-
teigende spe-
lucosekultivierung zu erkennen ist, liegt womöglich an einer unterschiedlichen Plasma-
n wurde eine 
len (Meyrial 
t al., 1995). Membranproteine, insbesondere die ATPase, könnten die Ursache für die erhöh-
ltes sein (Chi et al., 1999). 
ranz hätte somit einen stärkeren Effekt auf die Zellen deren 
lasmamembran-H -ATPase-Aktivität geringer ist.  
it ohne weiteres denkbar, dass 
hosphatidylinositol auch einen Einfluss auf die durch Sauerstofflimitation induzierte Gärung 
ellen für zwei Transkriptions-
noch in den Gasumsätzen e
unter semiaeroben Bedingungen ange
tumsverhalten, einen Unterschied zum Vergleichsstamm
der Glucose- und Xylosekultivierung im
sche Ethanolbildungsrate, eine geringere spezifische Kohlendioxidbildungsrat
geringeren RQ. 
Phosphatidylinositol hat einen Einfluss auf 
b
Phosphatidylinositolgehalt in der Zelle an. Dieser erhöh
Ethanoltoleranz der Zelle. Durch die Mutation imEthanolbildungsrate und der 
s
der Gehalt an Phosphatidylinositol als Endprodukt sinken. Dementsprechend wäre auch die 
beobachtete Verringerung der Ethanolbildung bei der Mutante P. stipi
Die im Xylosemedium un
in
spezifische Ethanolbildungsrate, d
hierfür wäre eine Reassimilation des gebildeten Ethanols. Dies könnte ebenfalls ein möglic
E
cosekultivierung zeigte die Mutante P. stipitis hsp90 eine geringere aber stetig s
e. Wieso der Effekt in der Xylosekultivierung und nicht in der zifische Ethanolbildungsrat
G
membran-H+-ATPase-Aktivität in den Zellen. In auf Glucose angezogenen Zelle
t als in auf Xylose angezogenen Zeldreimal höhere ATPase Aktivität festgestell
e
te Ethanoltoleranz aufgrund des höheren Phosphatidylinositol-Geha
Eine Erniedrigung der Ethanoltol
+
e
P
 
In den letzten Jahren wurden ein Einfluss von Phosphatidylinositol in den unterschiedlichsten 
Signalwegen determiniert (Mitchel et al., 2002). Es ist som
P
hat. Zudem wurden im PsINP53-Gen putative Bindungsst
faktoren gefunden, die in Zusammenhang mit der sauerstoffabhängigen Genregulation stehen, 
HAP1 (heme activator protein) und HIF-1 (hypoxia inducible factor).  
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4.3.5 Fazit der Versuche zur Induktion von putativen Gärungsmutanten bei P. 
s wurden noch weitere putative Gärungsmutanten von P. stipitis ihr Wachstums- und Gä-
der die Gärungsraten waren geringer als im Vergleichsstamm. Nur eine der getesteten Mut-
hte spezifische Ethanolbildungsrate auf 
ffwechsel stattfindet.  
ie mit dem Wachstum einhergehende Verminderung 
edium nur schwer unabhängig zu betrachten. Die Charakte-
nten sollte daher in einem Fermenter mit konstanter Belüftung durchge-
dung von Gä-
stipitis 
E
rungsverhalten betreffend untersucht. Das jeweilige mutierte Gen dieser Mutanten ist noch 
wurde eine später induzierte Gärung gefunden nicht sequenziert. Bei den meisten Mutanten 
o
anten, die Mutante P. stipitis 8.71, zeigte eine erhö
Glucose und Xylose. Die gleichzeitig verminderte Wachstumsrate unterstützt die Annahme, 
dass in dieser Mutante ein verstärkter Gärungssto
 
Die Regulation der Ethanolbildung ist bei P. stipitis sehr komplex. Das Gärungsverhalten ist 
bei P. stipitis in Schüttelkulturen durch d
der Sauerstoffkonzentration im M
risierung der Muta
führt werden. Wachstumsdefizite hatten zudem meist ein sich vom Ausgangsstamm unter-
scheidendes respiro-fermentatives Verhalten zur Folge. Dies macht eine Auffin
rungsmutanten schwierig. 
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5  Zusammenfassung 
 
1. Im Rahmen der Arbeit wurde ein effizientes Integrationsmutagenesesystem für P. stipitis 
r Transformation eines linearen Vek-
 In-
 ist unter anderem eine hohe Transformationseffektivität. Ei-
 kompetenten Zellen inaktivierend. Besonders 
d Restriktase finden zu 70 bis 80 % 
0 bis 30 % Mehrfachintegrationen statt. In Transformati-
ase werden zu 78 % bis 100 % Einfachintegrationen und 
20 % statt, während ihr Anteil in Cotransformationen mit 
Restriktase unter 10 % liegen.  
isierten Vektors führt zu einer Erhöhung der Transformati-
 bei integrativen als auch bei autonom-replizierenden Vektoren.  
it einem in einer PCR amplifizierten P. stipitis Gen als Hefeselekti-
ufgrund des Anteils Auxotropher 
ist. 
  Die Zugabe der Restriktasen BamHI, EcoRI, HincII, KpnI, PstI, SacI und XbaI kann die 
 ist abhängig vom 
ine Erhöhung der Transformationsrate, sondern wirkt möglicherweise in-
aktivierend auf die Zellen.  
inal liegende Bereiche von Mikrohomologien im Vektor. 
 Insertionsort (3 bis 23 bp) sowie im 
Befunde sprechen für eine wesentliche Beteiligung des NHEJ-
ren. Es handelt 
PsTRP2 und PsADE5, deren Expressionsregulation 
zu erfolgen scheint wie bei S. cerevi-
smutanten tragen Vektorinsertionen in Genen, die 
Untersuchungen zeigen, dass zu dem bekannten 
entwickeln. Dieses System führt mittels integrative
tors zu zufälligen und ektopischen Integrationen. Vorraussetzung für ein effizientes
tegrationsmutagenesesystem
ne längere Lagerung bei -70°C wirkt auf die
wichtig für die Effizienz der Methode ist ein kontinuierliches Mischen der Ansätze. 
2. In Cotransformationen mit linearisiertem Vektor un
Einfachintegrationen und zu 2
onsexperimenten ohne Restrikt
bis zu 22 % Mehrfachintegrationen erzielt. Genkonversionen finden in Transformationen 
0 bis ohne Restriktase zu 1
3. Die Verwendung eines linear
onsausbeute, sow
 Die Transformation m
ohl
4.
onsmarker führt zu sehr hohen Mutantenausbeuten. A
unter den erhaltenen Transformanten kann man davon ausgehen, dass der Anteil ektopi-
och scher Integrationen sehr h
5.
Transformationsausbeute deutlich erhöhen. Das Ausmaß der Erhöhung
Enzym, seiner eingesetzten Menge und der eingesetzten Vektormenge. Die Restriktase 
SmaI bewirkt ke
6. Die Cotransformation mit der Restriktase, die für die Linearisierung des Vektors verwen-
det wurde, führt nicht zur Integration in die entsprechende Erkennungssequenz.  
7. Die Integration erfolgt über term
Die genomischen Integrationsstellen sind häufig von der Sequenz CTT flankiert. CTT und 
GTT sind die bevorzugten Stellen für das Schneiden durch die DNA Topoisomerase I. 
Während der Integration kommt es zu Deletionen am
Vektor (1 bis 14 bp). Diese 
Pathways der Doppelstrangbruchreparatur an der Vektorintegration. 
8.  Es war möglich, drei zusätzliche Selektionsmarker für P. stipitis zu etablie
sich hierbei um die Gene PsTRP1, 
weitgehend über die gleichen Transkriptionsfaktoren 
siae. 
9. Drei näher untersuchte putative Gärung
an Stressantworten beteiligt sind. Die 
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Einfluss der Sauerstoffspannung auf die Ethanolbildung weitere Faktoren wie MAPK 
logie der Zellen hinzu-
nerelle Regulationssystem haben einen Einfluss auf die Etha-
akti-
ität, und sie hat anscheinend Auswirkungen auf ei-
. Die Mutante P. stipitis hsp90 ist nicht in der Lage mit Xylose als 
 bilden. Dieses Ergebnis weißt auf einen bisher unbekannten wesent-
winnung aus Xylose im Vergleich zu Glucose hin.  
ls die Möglichkeit, essentielle Gene in haploiden 
ndert werden.   
 hat eine schnelle Bildung von Pseudomycelzellen zur Fol-
ie unipolare Sprossung. Die Muta-
einen ge-
sverhalten, als in einem anderen Klon, welcher nur runde 
det. 
fische Ethanolbildungsrate der Mutante P. stipitis inp53 
mm geringer. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass 
Kaskaden, Chaperone, lipidgesteuerte Signalwege und die Morpho
kommen. Das bedeutet, ge
nolbildung. 
10. Die Mutation im PsHSP90-Gen beeinflusst drastisch die Ethanolbildung, die Enzym
vitäten, insbesondere die XDH-Aktiv
nen Zuckertransporter
C-Quelle Ethanol zu
lichen Unterschied bei der Ethanolge
11. Weiterhin eröffnet die Art des hsp90-Alle
Organismen zu untersuchen, indem die Faktoren, die die Ausbildung der 3´End-Formation 
der mRNA beeinflussen, verä
2. Die Mutation im PsPTC1-Gen1
ge. Zuerst erfolgt das Zelllängenwachstum und dann d
tion im PsPTC1-Gen hat in einem Klon, der in Form von Pseudomycel wächst, 
ringeren Einfluss auf das Gärung
Einzelzellen bil
13. Die Mutation im PsINP53-Gen scheint einen Einfluss auf die Aktivität eines Xylo-
setransporters zu haben. Die spezi
ist im Vergleich zum Ausgangssta
Phosphatidylinositol als Botenstoff Einfluss auf die Induktion der Gärung hat. 
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7. Anhang 
Tabelle 7.1: Mittelwerte der Zuckerkonzentrationen im Medium im Verlauf der Kultivierung der 
Mutante P. stipitis ptc1 unter semiaeroben und aeroben Bedingungen. 
unter semiaeroben Bedingungen unter aeroben Bedingungen 
Zeit [h] Glucose [g/l] Xylose [g/l] Zeit [h] Glucose [g/l] Zeit [h] Xylose[g/l] 
0 30,00 30,00 0 30,00 0 30,00 
1,7 28,31 28,75 2,0 29,85 2,5 29,28 
3,3 27,04 26,88 4,3 29,06 3,8 28,83 
4,7 26,01 26,36 6,5 27,56 6,5 27,22 
6,7 23,58 23,86 7,5 26,24 8,0 26,24 
9,3 18,67 21,31 11,1 19,29 11,0 20,92 
10,5 16,00 20,41 12,8 15,33 13,3 17,70 
13,8 11,46 17,16 14,5 12,24 15,0 15,00 
15,0 9,91 16,13     
 
Tabelle 7.2: Mittelwerte der Zucker- und Ethanolkonzentrationen im Medium im Verlauf der Kulti-
vierung der Mutante P. stipitis ptc1 unter hypoxischen Bedingungen. 
im Glucosemedium im Xylosemedium Zeit 
Glucose [g/l] Ethanol [g/l] Xylose [g/l] Ethanol [g/l] 
0 30,00 0,00 30,00 0,00 
4,5 29,54 0,34 29,89 0,08 
6,0 28,69 0,58 29,62 0,13 
12,6 25,83 1,20 29,04 0,29 
23,8 22,38 2,11 27,53 0,81 
25,8 21,85 2,20 26,66 0,96 
31,9 20,55 2,59 24,90 1,18 
46,5 16,98 3,46 21,89 2,06 
54,8 15,41 3,76 20,75 2,25 
 
Tabelle 7.3: Mittelwerte der Zuckerkonzentrationen im Medium im Verlauf der Kultivierung der 
Mutante P. stipitis hsp90 unter semiaeroben und aeroben Bedingungen. 
unter semiaeroben Bedingungen unter aeroben Bedingungen 
Zeit [h] Glucose [g/l] Xylose [g/l] Zeit [h] Glucose [g/l] Zeit [h] Xylose [g/l] 
0 30,00 30,00 0 30,00 0 30,00 
1,8 28,82 29,94 2,3 29,77 2,8 29,87 
3,5 27,03 29,44 4,5 29,60 5,5 29,69 
5,5 25,44 28,36 6,8 28,59 8,3 29,15 
7,5 23,43 26,83 7,8 28,42 11,3 25,71 
8,5 22,31 25,52 10,8 25,43 13,5 22,44 
11,7 19,74 24,31 11,8 23,61 14,4 20,46 
12,3 19,35 24,18 13,8 19,55 15,0  
15,0 15,77 22,76     
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Tabelle 7.4: Mittelwerte der Zuckerkonzentrationen im Medium im Verlauf der Kultivierung der 
Mutante P. stipitis inp53. 
unter semiaeroben Bedingungen unter aeroben Bedingungen 
Zeit [h] Glucose [g/l] Xylose [g/l] Zeit [h] Glucose [g/l] Zeit [h] Xylose [g/l] 
0 30,00 30,00 0 30,00 0 30,00 
1,5 29,94 29,63 2,2 29,62 1,5  29,80 
3,0 29,92 29,60 3,3 29,24 3,0 29,57 
5,0 28,83 29,13 5,5 28,50 5,5 29,26 
7,0 27,74 28,17 7,7 26,61 7,0 28,79 
9,0 26,28 26,09 9,0 24,96 8,7 26,54 
11,0 25,02 24,03 11,0 18,29 11,3 25,02 
13,0 14,18 20,18 12,8 16,21 12,7 22,01 
15,0 11,22 17,5 14,3 8,91 14,8 19,82 
 
 
Tabelle 7.5: gemittelte Gasumsätze der Mutante P. stipitis inp53 im Xylosemedium unter hypoxi-
schen Kultivierungsbedingungen.   
Zeit [h] O2-Verbrauch [g/l] CO2-Bildung [g/l] RQ 
0,000 0,000 0,000 0,00 
2,133 0,125 -0,094 0,75 
5,067 0,143 -0,122 0,85 
8,000 0,143 -0,137 0,96 
9,467 0,151 -0,150 0,99 
10,933 0,145 -0,159 1,1 
13,867 0,149 -0,184 1,24 
16,800 0,167 -0,241 1,44 
19,733 0,180 -0,294 1,64 
22,667 0,182 -0,331 1,82 
25,600 0,197 -0,378 1,92 
28,533 0,219 -0,441 2,02 
31,467 0,225 -0,494 2,2 
34,400 0,238 -0,543 2,29 
37,333 0,251 -0,609 2,43 
40,267 0,270 -0,687 2,54 
43,200 0,291 -0,730 2,51 
46,133 0,312 -0,819 2,63 
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Tabelle 7.6: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter semiaeroben Bedingungen.  
P. stipitis 8.18 P. stipitis 4.21 P. stipitis 4.26 P. stipitis 54.3 P. stipitis 4.9 
O2-Verbrauch [g/l] O2-Verbrauch [g/l] 
CO2-Bildung 
[g/l] 
O2-Verbrauch [g/l] 
CO2-Bildung 
[g/l] 
O2-Verbrauch 
[g/l] 
O2-Verbrauch [g/l] Zeit 
[h] 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose  
auf  
Glucose 
auf 
 Xylose  
auf Glucose 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose  
auf Glucose  auf Xylose  
auf  
Glucose  
auf Xylose  
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 0,167 0,187 0,056 0,214 -0,760 0,056 0,138 -0,444 0,123 0,032 0,067 
5,07 0,305 0,321 0,037 0,455 -2,692 0,035 0,294 -1,907 0,369 0,135 0,226 
8,00 0,355 0,583 -0,173 0,639 -5,105 -0,043 0,394 -4,070 0,652 0,369 0,505 
10,93 0,243 0,834 -0,245 0,781 -7,793 -0,393 0,461 -6,718 0,859 0,507 0,714 
13,87 0,430 1,059 0,900 0,864 -9,481 0,493 0,507 -9,128 1,100 0,530 0,925 
16,80 1,369 1,259 1,348 0,928 -10,122 1,173 0,628 -10,107 1,283 0,469 1,052 
19,73 1,733 1,414 1,641 1,065 -10,519 1,543 1,292 -10,622 1,462 0,536 1,155 
22,67 1,998 1,555 1,885 1,420 -10,813 1,835 1,792 -11,004 1,695 1,545 1,264 
25,60 2,230 1,678 2,104 2,063 -11,076 2,071 2,069 -11,301 1,869 1,926 1,319 
28,53 2,441 1,808 2,309 2,389 -11,310 2,292 2,283 -11,545 2,014 2,167 1,640 
31,47 2,631 1,955 2,491 2,610 -11,504 2,483 2,474 -11,733 2,181 2,398 2,205 
34,40 2,822 2,251 2,675 2,792 -11,676 2,656 2,641 -11,929 2,290 2,610 2,586 
37,33 2,991 2,653 2,827 2,963 -11,810 2,801 2,786 -12,054 2,393 2,775 2,828 
40,27 3,131 2,990 2,987 3,112 -11,976 2,946 2,935 -12,194 2,619 2,959 3,067 
43,20 3,278 3,147 3,123 3,238 -12,101 3,074 3,065 -12,311 2,919 3,098 3,233 
46,13 3,413 3,281 3,259 3,364 -12,238 3,201 3,192 -12,451 3,171 3,245 3,407 
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Tabelle 7.7: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter semiaeroben Bedingungen.  
P. stipitis 8.60 P. stipitis 8.14 P. stipitis 8.33 P. stipitis 8.39 P. stipitis 8.64 
O2-Verbrauch [g/l] CO2-Bildung 
[g/l] 
O2-Verbrauch 
[g/l] 
CO2-Bildung [g/l] O2-Verbrauch 
[g/l] 
O2-Verbrauch 
[g/l] 
O2-Verbrauch 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose  
auf Xylose  
auf 
Glucose 
auf  
Xylose 
auf  
Glucose 
auf 
 Xylose 
auf  
Glucose 
auf 
Xylose 
auf  
Glucose 
auf 
Xylose 
auf Glucose 
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 0,108 0,093 -0,256 0,069 0,032 -0,078 0,178 0,082 0,080 0,169 0,130 -0,026 
5,07 0,366 0,277 -0,594 0,214 0,143 -0,288 0,041 0,322 0,238 0,316 0,279 0,061 
8,00 0,515 0,569 -1,194 0,461 0,346 -0,703 -0,066 0,567 0,500 0,552 0,476 0,236 
10,93 0,504 0,801 -1,994 0,626 0,597 -1,579 -0,457 0,807 0,790 0,800 0,749 0,500 
13,87 0,283 1,004 -3,173 0,721 0,831 -3,201 -0,960 1,000 1,063 1,105 1,037 0,723 
16,80 0,331 1,156 -4,577 0,647 1,046 -5,289 -1,435 1,212 1,327 1,477 1,290 0,822 
19,73 1,431 1,275 -6,174 0,529 1,227 -7,878 -1,917 1,389 1,535 1,747 1,506 0,881 
22,67 1,844 1,353 -7,834 1,595 1,351 -10,641 -2,457 1,552 1,736 2,007 1,693 0,892 
25,60 2,104 1,421 -9,441 2,071 1,428 -11,445 -3,082 1,678 1,923 2,187 1,857 0,937 
28,53 2,344 1,589 -10,898 2,348 1,476 -11,748 -3,758 1,877 2,097 2,401 2,000 1,626 
31,47 2,550 2,178 -12,110 2,576 1,543 -12,010 -4,561 2,364 2,266 2,536 2,115 2,095 
34,40 2,751 2,517 -12,532 2,764 1,626 -12,286 -5,443 2,636 2,426 2,593 2,171 2,370 
37,33 2,933 2,725 -12,770 2,954 1,716 -12,520 -6,337 2,829 2,578 2,728 2,215 2,576 
40,27 3,095 2,913 -12,967 3,119 1,946 -12,701 -7,468 3,004 2,712 2,773 2,164 2,762 
43,20 3,247 3,073 -13,136 3,266 2,372 -12,812 -8,850 3,162 2,827 2,841 2,182 2,918 
46,13 3,229 3,151 -13,167 3,403 2,736 -12,979 -10,069 3,309 2,941 2,831 2,597 3,080 
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Tabelle 7.8: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter semiaeroben und aeroben Bedingungen  
P. stipitis 8.53 
semiaerob 
P. stipitis 8.54 
semiaerob 
P. stipitis 8.64 
semiaerob 
P. stipitis 8.71 
semiaerob 
P. stipitis 8.71  
aerob 
O2-Verbrauch [g/l] O2-Verbrauch [g/l] O2-Verbrauch [g/l]  O2-Verbrauch [g/l] O2-Verbrauch [g/l] CO2-Bildung [g/l] 
Zeit 
[h] 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose 
auf Xylose 
auf  
Glucose 
auf 
 Xylose 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose 
auf  
Glucose 
auf  
Xylose 
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 0,082 0,080 -0,006 0,151 0,173 0,125 0,193 0,011 0,000 -0,114 -0,016 
5,07 0,322 0,238 0,167 0,372 0,394 0,175 0,487 0,214 0,090 -0,391 -0,098 
8,00 0,567 0,500 0,409 0,664 0,673 0,169 0,727 0,530 0,214 -0,863 -0,358 
10,93 0,807 0,790 0,552 0,948 0,946 0,291 0,866 1,263 0,485 -2,068 -0,781 
13,87 1,000 1,063 0,656 1,195 1,210 1,296 0,927 2,390 1,037 -4,184 -1,709 
16,80 1,212 1,327 0,684 1,429 1,444 1,757 0,892 3,517 2,074 -7,815 -3,891 
19,73 1,389 1,535 0,637 1,623 1,663 2,097 0,955 5,107 3,382 -12,211 -7,115 
22,67 1,552 1,736 1,078 1,796 1,851 2,374 1,745 6,662 4,689 -14,148 -10,550 
25,60 1,750 1,940 1,738 1,957 2,024 2,626 2,298 7,902 6,076 -15,190 -13,546 
28,53 1,877 2,097 2,110 2,108 2,197 2,861 2,632 9,142 7,530 -16,167 -15,369 
31,47 2,364 2,266 2,359 2,244 2,347 3,071 2,890 10,360 8,894 -16,997 -16,607 
34,40 2,636 2,426 2,576 2,359 2,455 3,260 3,097 11,498 9,988 -17,876 -17,388 
37,33 2,829 2,578 2,768 2,602 2,532 3,435 3,271 12,603 11,160 -19,114 -18,218 
40,27 3,004 2,712 2,946 3,039 2,632 3,593 3,433 13,336 12,276 -19,830 -18,821 
43,20 3,162 2,827 3,082 3,279 2,974 3,738 3,569 13,730 13,358 -20,000 -19,140 
46,13 3,309 2,941 3,232 3,459 3,303 3,780 3,560     
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Tabelle 7.9: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter aeroben Bedingungen  
P. stipitis 8.76 P. stipitis 54.3 P. stipitis 8.54 P. stipitis 8.39 P. stipitis 8.33 
Gasumsatz auf 
Xylose [g/l] 
Gasumsatz auf 
Glucose [g/l] 
Gasumsatz auf  
Glucose [g/l] 
Gasumsatz auf 
Glucose [g/l] 
auf Xylose 
[g/l] 
Gasumsatz auf  
Glucose [g/l] 
Gasumsatz auf Xylose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2  CO2 O2 O2 CO2 O2 CO2
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 -0,079 0,137 0,283 -0,192 0,073 -0,02 0,177 -0,006 0,283 0,068 0,081 0,158 0,000 
5,07 -0,045 0,054 0,395 -0,293 0,265 -0,41 0,293 -0,024 0,395 0,147 -0,049 0,225 -0,147 
8,00 -0,090 0,085 0,710 -0,847 0,699 -1,07 0,468 -0,326 0,665 0,327 -0,293 0,293 -0,277 
10,93 -0,068 0,098 1,330 -1,954 1,578 -2,53 0,705 -0,725 1,037 0,834 -1,189 0,519 -0,716 
13,87 -0,101 0,113 2,277 -3,810 2,626 -5,571 1,043 -1,286 1,668 1,905 -2,882 0,947 -1,4 
16,80 -0,113 0,140 3,268 -7,343 3,872 -9,102 1,895 -2,763 2,861 3,089 -5,356 1,871 -2,882 
19,73 -0,113 0,106 4,385 -11,446 5,038 -12,672 2,773 -5,015 3,900 4,374 -9,069 3,044 -5,226 
22,67 -0,056 -0,024 6,065 -14,311 6,583 -15,191 3,754 -8,271 5,005 5,749 -12,960 4,227 -8,043 
25,60 0,034 -0,116 7,091 -14,483 7,721 -16,485 4,746 -11,381 6,177 7,260 -15,418 5,377 -10,746 
28,53 0,000 -0,006 7,840 -16,080 8,787 -17,467 6,250 -14,415 7,480 8,455 -16,786 6,482 -13,302 
31,47 0,034 -0,053 8,538 -16,464 9,841 -18,463 7,418 -15,090 8,521 9,559 -17,795 7,654 -15,207 
34,40 0,023 0,069 9,435 -17,274 10,697 -19,193 8,421 -15,671 9,649 10,630 -18,723 8,781 -16,395 
37,33 -0,135 0,167 10,416 -18,137 11,458 -19,648 9,351 -16,281 10,461 11,622 -19,570 9,773 -17,193 
40,27 -0,113 0,046 11,284 -18,853 12,106 -19,899 10,292 -17,014 11,340 12,535 -20,302 10,732 -17,860 
43,20 -0,063 0,067 11,780 -19,140 12,760 -20,275 11,150 -17,850 12,240 13,442 -21,133 11,619 -18,661 
46,13 -0,068 0,009 12,117 -19,137 13,346 -20,480 12,028 -18,414 13,047     
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Tabelle 7.10: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter aeroben Bedingungen  
P. stipitis 8.39 P. stipitis 8.53 P. stipitis 8.64 P. stipitis 8.14 
Gasumsatz auf  
Glucose [g/l] 
Gasumsatz auf Xylose 
[g/l] 
Gasumsatz auf  
Glucose [g/l] 
Gasumsatz auf  
Xylose [g/l] 
Gasumsatz auf Xylose [g/l] Zeit 
[h] 
CO2-Bildung auf 
Xylose [g/l] 
O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2 O2 CO2
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 -0,243 0,028 0,078 -0,079 0,238 0,034 -0,016 0,028 0,049 -0,011 -0,033 
5,07 -0,358 0,192 -0,181 -0,023 0,089 0,124 -0,138 0,113 -0,024 -0,011 -0,033 
8,00 -0,781 0,575 -0,768 0,011 0,085 0,192 -0,252 0,231 -0,187 0,034 -0,098 
10,93 -1,351 1,460 -2,204 0,147 -0,110 0,344 -0,431 0,423 -0,415 0,011 -0,147 
13,87 -2,263 2,593 -3,234 0,428 -0,562 0,710 -1,058 0,845 -1,148 0,011 -0,081 
16,80 -4,234 3,872 -5,905 1,048 -1,514 1,482 -2,377 1,646 -2,369 -0,011 -0,098 
19,73 -6,301 5,073 -8,766 2,164 -3,363 2,677 -5,535 2,801 -4,420 0,000 -0,033 
22,67 -8,922 6,668 -11,482 3,427 -5,727 3,870 -9,475 3,923 -6,976 0,000 -0,016 
25,60 -11,739 7,857 -13,204 4,656 -8,066 5,338 -13,195 5,112 -9,809 -0,023 0,033 
28,53 -16,101 8,956 -14,444 5,862 -10,383 7,164 -15,613 6,375 -12,626 0,000 -0,033 
31,47 -17,570 10,016 -15,482 7,079 -12,761 8,567 -17,192 7,400 -15,223 0,000 -0,081 
34,40 -18,332 11,008 -16,492 8,195 -14,835 9,903 -18,438 8,714 -17,478 0,000 0,000 
37,33 -18,870 11,938 -17,452 9,413 -16,571 11,132 -19,553 9,864 -18,849 0,000 -0,081 
40,27 -19,521 12,857 -18,625 10,269 -17,616 12,045 -20,278 10,816 -19,773 0,000 -0,130 
43,20 -20,080 13,620 -19,680 11,080 -18,550 12,795 -20,758 11,740 -20,571 0,000 -0,179 
46,13 -20,890     13,420 -21,132 12,619 -21,238 0,000 -0,228 
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Tabelle 7.11: Die gemittelten Gasumsätze [g/l] einiger P. stipitis Mutanten im Verlauf einer Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen  
 P. stipitis 8.64  P. stipitis 8.33   
 O2-Verbrauch [g/l] CO2-Bildung [g/l] O2-Verbrauch  [g/l] CO2-Bildung [g/l] 
Zeit 
[h] 
auf Glucose auf Xylose auf Glucose auf Xylose auf Glucose auf Xylose auf Glucose auf Xylose 
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
2,13 -0,016 -0,035 0,044 0,097 -0,030 -0,030 -0,031 -0,028 
5,07 -0,012 -0,024 0,006 0,066 -0,030 -0,035 -0,134 -0,066 
8,00 -0,013 -0,024 -0,058 0,050 -0,015 -0,013 -0,263 -0,094 
10,93 -0,012 -0,019 -0,153 0,012 -0,006 -0,009 -0,394 -0,125 
13,87 -0,004 -0,009 -0,280 -0,038 0,000 0,004 -0,528 -0,166 
16,80 -0,004 -0,004 -0,419 -0,075 0,009 0,009 -0,660 -0,187 
19,73 0,000 0,000 -0,585 -0,141 0,026 0,015 -0,810 -0,219 
22,67 0,006 0,013 -0,760 -0,210 0,048 0,026 -0,982 -0,269 
25,60 0,014 0,024 -0,949 -0,297 0,080 0,048 -1,157 -0,322 
28,53 0,032 0,032 -1,161 -0,397 0,106 0,058 -1,325 -0,366 
31,47 0,043 0,050 -1,366 -0,485 0,160 0,078 -1,523 -0,413 
34,40 0,047 0,054 -1,568 -0,585 0,225 0,106 -1,732 -0,481 
37,33 0,056 0,071 -1,799 -0,710 0,290 0,130 -1,932 -0,547 
40,27 0,070 0,08 -2,030 -0,819 0,372 0,173 -2,160 -0,635 
43,20 0,085 0,095 -2,271 -0,947 0,462 0,209 -2,417 -0,725 
46,13 0,101 0,115 -2,524 -1,087     
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Tabelle 7.12: Mittelwerte der Zuckerkonzentrationen im Medium einer Kultivierung verschiedener P. stipitis Mutanten unter semiaeroben Bedingungen 
 P. stipitis 8.33 P. stipitis 4.9 P. stipitis 8.64 P. stipitis 8.71 P. stipitis 8.76 
Zeit 
[h] 
Glucose 
[g/l] 
Xylose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
Glucose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
Xylose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
Glucose  
[g/l] 
Xylose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
Glucose 
[g/l] 
Xylose 
[g/l] 
Zeit 
[h] 
Xylose 
[g/l] 
0 30 30 0 30,00 0,0 30,00 0,0 30,00 30,00 0 30,00 30,00 0,0 30,00 
2,0 29,64 29,29 2 29,17 3,0 28,71 2,0 29,90 29,80 2 28,84 29,87 2,0 29,95 
4,5 27,59 27,88 4 28,52 6,0 27,35 4,5 28,64 29,60 4,5 24,89 29,55 4,0 29,89 
7,5 23,95 27,04 6 25,00 9,0 25,46 7,5 26,51 29,29 7,5 19,14 28,06 6,0 29,86 
9,5 22,42 26,65 8 23,62 10,5 21,63 9,5 24,55 28,8 9,5 13,33 24,44 8,0 29,78 
11,5 18,12 25,62 10 17,95 13,0 15,57 11,5 18,07 26,10 11,5 6,98 20,40 9,4 29,74 
14,5 7,27 21,14 12 14,09 15,0 12,22 14,5 8,60 20,65 14,5 5,03 18,38 13,0 29,55 
17,0 5,00 16,24 14 9,42 18,0 10,50 17,0 3,20 17,70 17 3,69 15,38 15,5 29,42 
20,0 0,61 12,35 18 6,86 21,0 9,42 20,0 1,42 14,81 20 3,10 8,63 18,0 29,16 
23,5 0,61 12,18 24 1,92 24,0 7,12 23,5 1,16 10,52 23,5 3,04 5,33 21,0 29,03 
27,5 0,46 10,94 31 1,80 31,0 4,59 27,5 1,16 6,23 27,5 3,1 2,13 24,0 28,71 
43,0 0,30 4,94 48 1,60 48,0 3,56 43,0 1,16 3,43 43 2,46 1,68 30,5 28,32 
48,0 0,30 2,07     48,0  3,43 48 2,20 1,6 48 28,06 
 
 
 
 
 
Anhang                    
 
191 
 
 
 
Tabelle 7.13: Mittelwerte der Zucker- und Ethanolkonzentrationen im Medium einer Kultivierung verschiedener P. stipitis Mutanten unter semiaeroben Bedin-
gungen 
P. stipitis 8.14 P. stipitis 8.39 P. stipitis 8.53 
Glucosemedium Xylosemedium Glucosemedium Xylosemedium Glucosemedium Xylosemedium 
Zeit [h] 
Glucose 
[g/l] 
Ethanol 
[g/l] 
Xylose 
[g/l]  
Ethanol 
[g/l] 
Glucose  
[g/l] 
Ethanol 
[g/l] 
 Xylose 
[g/l] 
Ethanol 
[g/l] 
Glucose 
[g/l] 
Ethanol 
[g/l] 
Xylose 
[g/l] 
Ethanol 
[g/l] 
0,0 30,00 0,000 30,00 0,000 30,00 0,000 30,00 0,000 30,00 0,000 30,00 0,000 
2,0 29,93 0,000 29,80 0,000 29,73 0,000 28,06 0,000 27,93 0,045 28,78 0,031 
4,0 29,85 0,000 29,80 0,000 28,79 0,000 26,21 0,000 24,71 0,059 25,63 0,056 
6,0 29,79 0,000 29,70 0,000 26,65 0,145 24,47 0,068 21,22 0,284 22,43 0,231 
8,0 29,75 0,027 29,67 0,000 23,30 0,477 23,59 0,206 19,16 0,854 19,51 0,349 
10,0 29,79 0,026 29,66 0,000 18,84 0,891 19,37 0,372 15,68 1,259 17,18 0,997 
24,0 29,56 0,062 29,40 0,000 0,58 4,588 2,84 4,158 2,09 4,583 2,04 3,828 
27,5 29,24 0,053 29,09 0,000 0,29 5,162 2,62 4,095 1,28 4,879 1,17 5,521 
31 27,58 0,027 27,89 0,000 0,35 5,160 2,33 4,101 1,17 4,780 0,29 5,692 
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Tabelle 7.14: Mittelwerte der Zelltrockengewichte und der Zucker- und Ethanolkonzentrationen im Verlauf einer Kultivierung der Mutante P. stipitis 8.54 unter 
semiaeroben Bedingungen. 
P. stipitis 8.54 
Glucosemedium Xylosemedium Zeit [h] 
TGW [g/l] Glucose [g/l] Ethanol [g/l] TGW [g/l] Xylose [g/l] Ethanol [g/l] 
0 0,67 30,00 0,000 0,48 30,00 0,00 
2,0 0,98 29,62 0,170 0,75 29,26 0,048 
4,5 1,50 26,19 0,308 1,20 28,80 0,076 
7,5 2,66 21,92 1,004 1,89 25,33 0,436 
9,5 3,09 16,92 1,613 3,11 21,08 0,724 
11,5 4,22 13,85 3,570 3,93 19,51 1,084 
14,5 4,98 3,94 4,240 4,59 15,89 2,469 
17,0 4,74 2,26 4,400 4,87 13,84 3,625 
20,0 4,82 1,42 4,540 5,14 10,27 4,200 
23,5 5,07 1,36 4,810 5,54 4,72 6,159 
27,5 5,66 1,34 5,000 6,29 2,59 6,442 
43,0 6,65 1,34 5,042 6,77 2,13 6,410 
48,0 6,79 1,32 5,097 6,65 2,00 6,563 
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